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1. UVOD 
 
 
Uprkos velikom tehnološkom napretku, savremena civilizacija se ipak susreće sa 
brojnim problemima uključujući nedostatak hrane i porast učestalosti različitih oboljenja 
poput infektivnih, kardiovaskularnih, kancera i dijabetesa, za koje savremena medicina još 
uvek nema rešenja.  
Do danas je iz prirodnih resursa izolovan impresivan broj biološki aktivnih agenasa, 
često se bazirajući na njihovoj upotrebi u tradicionalnoj medicini. U mnogim zemljama 
Dalekog istoka, Srednje i Južne Amerike i Afrike cijanobakterije se vekovima tradicionalno 
koriste u ishrani ili medicinske svrhe, dok su danas na tržištu zastupljene kao suplement u 
ishrani. Ovi mikroorganizmi su identifikovani kao jedna od najperspektivnijih grupa 
organizama za izolaciju novih i biološki aktivnih prirodnih produkata. Raznovrstan spektar 
sekundarnih metabolita cijanobakterija je uglavnom rezultat jedinstvenih enzimskih 
mehanizama koji sem kod cijanobakterija u živom svetu nisu uopšte, ili su retko opisani. Ipak, 
raznovrsnost sekundarnih metabolita uključuje takođe i raznovrsnost toksičnih jedinjenja. 
Iako se inkorporacijom biomase cijanobakterija u tradicionalnu hranu mogu dizajnirati novi i 
atraktivni proizvodi, upravo zbog toksičnih supstanci koje mogu biti prisutne postoje 
nedoumice vezane za primenu ovog resursa u prehrambenoj industriji. Zbog toga je važno 
posmatrati ih prvenstveno kao izvor određenih metabolita, a ne celokupne biomase. Iako su 
cijanobakterije mikroorganizmi kod kojih je omogućena kombinacija osobina tipičnih za više 
biljke sa biotehnološkim svojstvima mikrobnih ćelija, kao i manipulacija uslova kultivacije u 
cilju brže produkcije željenih metabolita, veću komercijalnu upotrebu takođe ograničava i 
generalno nizak prinos biomase. 
S obzirom na diverzitet i genetičku jedinstvenost svakog soja, cijanobakterije 
predstavljaju izvanredan resurs za sektor prehrambene, farmaceutske i medicinske industrije. 
Svaki izolovan soj predstavlja potencijalni izvor vrednih metabolita, koji bi se mogli 
odlikovati izuzetnom nutritivnom vrednošću i/ili biološkom aktivnošću. Zbog toga je od 
velikog značaja ispitivanje produkcije različitih biološki aktivnih i nutritivnih jedinjenja 
različitih sojeva cijanobakterija, kao i faktora kojima se može povećati produkcija biomase 
sojeva sa biotehnološkim potencijalom. Tome bi trebalo da posluže istraživanja koja su 
predmet ove teze, sprovedena za potrebe projekata:  
 
 „Funkcionalni proizvodi na bazi žita namenjeni osobama sa metaboličkim 
poremećajima“, nacionalni projekat Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja 
Republike Srbije, br. TR 31029, rukovodilac dr Anamarija Mandić; 
 
„Identification and characterization of cyanobacterial toxins based on their interaction with 
basic cellular detoxification systems in zebrafish (Danio rerio) and zooplankton Daphnia 
magna―, međunarodni istraživački SCOPES projekat finansiran od strane Švajcarske 
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nacionalne fondacije za nauku (SNSF), br. IZ73Z0_152274/1, rukovodilac dr Karl Fent, 
koordinatori dr Jelica Simeunović i dr Tvrtko Smital. 
 
 
U Novom Sadu, jul 2017.                                                                                       Dajana Kovač 
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2. PREGLED LITERATURE 
 
 
2.1. CIJANOBAKTERIJE 
 
Cijanobakterije, odnosno modrozelene alge (Cyanobacteria, Cyanophyta), su grupa 
prokariotskih organizama ĉija se starost procenjuje na oko 2,45–2,22 milijardi godina 
(Schirrmeister i sar., 2011). Smatra se da je sposobnost oksigene fotosinteze nastala upravo 
kod cijanobakterija koje su direktni preci današnjih fotosintetiĉkih vrsta (Olson, 2006). 
Cijanobakterije su prvobitno smatrane algama zbog niza karakteristika kao što su morfologija 
talusa, pigmentacija i svojstvo obavljanja oksigene fotosinteze. Ipak, u odnosu na alge 
zadrţale su niz primitivnih svojstava ukljuĉujući prokariotski tip ćelijske organizacije, 
nepostojanje pokretnih stadijuma u ciklusu razvića i vegetativan naĉin razmnoţavanja 
(Blaţenĉić, 2007).  
S obzirom na prokariotski tip ćelijske organizacije, cijanobakterije ne poseduju jedro, 
kao ni ćelijske organele, izuzev ribozoma koji su prokariotskog tipa (70S). Protoplast je 
izdiferenciran na periferni deo u kojem se nalaze pigmenti (hromatoplazma) i centralni deo 
(nukleoplazma) u kojem se nalazi DNK. Vegetativne ćelije su obavijene višeslojnim ćelijskim 
zidom u ĉiji sastav ulazi murein – peptidoglikan, specifiĉan za ćelijski zid bakterija. Proces 
fotosinteze se odvija na tilakoidima, pojedinaĉnim lamelarnim strukturama koje su analog i 
hloroplastima algi i biljaka. U membranama tilakoida nalaze se hlorofil a i pigmenti iz grupe 
karotenoida koji su lipofilni, dok se proteinski pigmenti iz grupe fikobiliproteina koji su 
vodorastvorljivi nalaze na površini tilakoida u vidu granula (fikobilizomi) (Slika 1). Znaĉaj 
pomoćnih fotosintetiĉkih pigmenata se ogleda u tome što su sposobni da apsorbuju svetlost 
talasnih duţina koje ne apsorbuje hlorofil a, što fotosintezu ĉini efikasnijom (Blaţenĉić, 
2007). U citoplazmi se nalaze još i ribozomi, granule cijanoficina koje predstavljaju polimer 
arginina i asparagina (rezervne supstance), karboksizomi - poliedarna tela u kojima јe smešten 
 
 
 
 
                   
 
 
 
 
 
 
 
                        Slika 1. Šema graĊe cijanobakterijske ćelije 
                                     (http://reasonandscience) 
Gasne vakuole 
Fikobilizomi 
Tilakoidi 
DNK 
Karboksizomi 
Ribozomi 
Cijanoficinske granule 
Ćelijski zid 
Omotač 
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 enzim RuBisCo (ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza, koji kod svih organizama sa 
oksigenom fotosintezom pretvara neorganski u redukovani organski ugljenik) i gasne vakuole 
pomoću kojih lako lebde u vodenoj masi (Barsanti i Gualtieri, 2006). 
U odnosu na morfološku organizaciju talusa cijanobakterije mogu biti jednoćelijske, 
kolonijalne i trihalne (Slika 2). Kod trihalnih vrsta ćelije su rasporeĊene u jednom nizu ĉineći 
trihom. Trihom koji poseduje omotaĉ (sluznu saru) predstavlja tzv. filament. Kod nekih 
filamentoznih vrsta pored vegetativnih ćelija javljaju se specijalizovane ćelije heterociste i 
akineti (Slika 2). Smatra se da su heterociste ćelije u kojima se odvija proces azotofiksacije uz 
prisustvo elementarnog azota i uz uĉešće enzima nitrogenaze (Komarek i Anagnostidis, 
1989). Akineti (trajne spore) su ćelije bogate rezervnim hranljivim materijama, sa 20-30 puta 
većim sadrţajem DNK, sposobne da duţi period preţive u nepovoljnim uslovima (Blaţenĉić, 
2007). Za razliku od heterocisti koje nisu vijabilne kada se odvoje od trihoma, akineti u 
pogodnim uslovima mogu da klijaju u novu jedinku.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2. Tipovi talusa kod cijanobakterija. (a) - Cyanothece sp. sa jednoćelijskim talusom, (b) 
- Microcystis wesenbergii sa kolonijalnim talusom, (c) - Anabaena sp. sa trihalnim talusom  
(http://cfb.unh.edu/phycokey/Choices;http://biodidac.bio.uottawa.ca/thumbnails,www.studybl
ue.com/note)  
 
 
Metabolizam cijanobakterija je veoma specifiĉan i karakteriše se širokim spektrom 
razliĉitih biohemijskih reakcija. S obzirom na to, cijanobakterije predstavljaju bogat izvor 
prirodnih produkata koji ukljuĉuju primarne i sekundarne metabolite. Ove mikroorganizme 
karakteriše metabolizam u kojem nastaju raznovrsni sekundarni metaboliti, organski molekuli 
niske molekulske mase koji nisu bitni za normalan rast, razvoj ili reprodukciju, ali se ĉesto 
odlikuju specifiĉnim biološkim aktivnostima (Mandal i Rath, 2015). Vaţne klase sekundarnih 
metabolita su poliketidi i neribozomalni peptidi, ali i alkaloidi, terpenoidi, molekuli nastali u 
ciklusu šikiminske kiseline i aminoglikozidi. Mnogi sekundarni mataboliti cijanobakterija se 
sintetizuju u putevima neribozomalnih peptid sintetaza (NRPS) i poliketid sintaza (PKS) 
(Hoffmann i sar., 2003), i mnogi od njih imaju strukturu peptida ili makrolida, ili njihovu 
kombinaciju (Welker i Von Döhren, 2006). Klasa peptida nastaje iz dve vrste biosintetiĉkih 
puteva: enzimima NRPS ili ribozomalnom sintezom i naknadnom post-translacijskom 
vegetativna ćelija 
akinet 
heterocista 
a c b 
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modifikacijom i obradom. NRPS mogu da stupe u reakciju sa oko 300 proteinogenih i 
neproteinogenih supstrata i mogu sadrţati dodatne domene koje uvode modifikacije ili 
epimerizuju aminokiselinske supstrate (Grünewald i Marahiel, 2006). Nasuprot tome, iako je 
ribozomalna biosinteza peptida ograniĉena na 20 proteinogenih aminokiselina, ova grupa 
peptida ipak pokazuje veliku raznolikost i znaĉajan biosintetiĉki i bioaktivni potencijal, tako 
da se cijanobakterije smatraju jednim od najbogatijih izvora ribozomalno sintetisanih 
prirodnih produkata (Mandal i Rath, 2015). Ipak, većina cijanobakterijskih peptida se sintetiše 
neribozomalno, naroĉito familija patelamida i mikroviridina, koji ne nastaju ni u putu NRPS. 
Štaviše, glavna karakteristika biohemijskih puteva cijanobakterija je hibridni karakter, tj. ĉesta 
kombinacija NRPS i PKS modula (Mandal i Rath, 2015). 
Kao primarni producenti u slatkim, slanim i brakiĉnim vodama, cijanobakterije su 
prva karika u lancima ishrane vodenih ekosistema, a prisutne su i u zemljištu, pirinĉanim 
poljima i ekstremnim staništima poput pustinja, mineralnih voda, termalnih izvora, 
hiperslanih voda i polarnih regiona. TakoĊe se mogu naći u simbiozi sa drugim organizmima 
kao što su marinska silikatna alga roda Rhizosolenia, vodena paprat roda Azolla i koren biljke 
roda Cycas (Rai, 1990). 
Kao što je već spomenuto, kod cijanobakterija nije zastupljeno polno razmnoţavanje, 
dok su tipovi vegetativnog razmnoţavanja razliĉiti. Jednoćelijski i kolonijalni predstavnici se 
mogu razmnoţavati prostom ćelijskom deobom, nanocitama, planokokama i sporama, dok se 
filamentozne cijanobakterije uglavnom razmnoţavaju hormogonijama - kratkim pokretnim 
delovima filamenata koji nastaju razdeljivanjem konĉastog talusa i koji mogu da izrastu u 
novu jedinku (Blaţenĉić, 2007).  
Do sada je poznato nekoliko sistema klasifikacije cijanobakterije. Ranija klasifikacija 
bila je zasnovana uglavnom na morfološkim kriterijumima i naĉinu razmnoţavanja. Prema 
novijem sistemu klasifikacije, koji se zasniva na molekularnim filogenetskim analizama, 
cijanobakterije se dele u 8 redova: Gloeobacterales, Synechococcales, Spirulinales, 
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Chroococcidiopsidales i Nostocales 
(Komárek i sar., 2014). 
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2.2. PRODUKCIJA BIOMASE CIJANOBAKTERIJA 
 
Cijanobakterije se, poput ostalih mikroalgi, gaje u teĉnom medijumu jednostavnog 
nutritivnnog sastava, jer kao fotoautotrofni mikroorganizmi za rast zahtevaju prisustvo 
svetlosti, vode i mineralnih materija. Za scale-up proizvodnju koriste se fotobioreaktori (Slika 
3) koji se definišu iskljuĉivo kao reaktori kod kojih ne postoji direktna razmena gasova i 
kontaminanata izmeĊu kulture i atmosfere. Osnovna funkcija fotobioreaktora je da obezbede 
kontrolisane uslove za optimalan rast, pri kojima se postiţe konstantna masksimalna 
produkcija biomase ili specifiĉnog jedinjenja koje se dobija direktno u procesu ili se naknadno 
izdvaja iz biomase. Postoji nekoliko razliĉitih tipova komercijalnih fotobioreaktora: akseni, 
vertikalni cevasti, izuvijani (serpentinski), fotobioreaktori sa spojenim cevima, spiralni i 
ploĉasti. Potpuno bezbednu biomasu obezbeĊuju iskljuĉivo akseni fotobioreaktori u kojima se 
masovna proizvodnja biomase odvija bez prisustva drugih mikroorganizama i kontaminanata. 
Iako fotobioreaktori ne mogu komercijalno konkurisati velikim otvorenim sistemima za 
proizvodnju biomase, mogu proizvoditi zdravstveno bezbednu biomasu ili vrlo 
specijalizovanu biomasu koja se u biotehnologiji, naroĉito u medicini i farmaciji, koristi kao 
izvor veoma retkih i bitnih supstanci (Svirĉev, 2005). 
 
 
 
Slika 3.  Fotobioreaktori  
(http://biodesignchallenge.org; https://www.pinterest.com/pin) 
 
Za masovno umnoţavanje biomase cijanobakterija koristite se i otvoreni sistemi (Slika 
4) koji ukljuĉuju bazene, kanale i plitke cirkulacione sisteme. Bazen predstavlja 
najjednostavniji sistem u kojem ne postoji nikakvo mešanje, kanali se odlikuju cirkulacijom 
podloge duţinom, dok se plitki cirkulacioni sistem razlikuje od kanala uglavnom po dubini i 
vertikalnom mešanju kulture (Svirĉev, 2005). 
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                                Slika 4. Sistemi za kultivaciju spiruline 
(www.aurospirul.html; https://avvenice.com) 
 
 
Uprkos velikom biotehnološkom potencijalu ovih mikroorganizama, širu komercijalnu 
upotrebu ograniĉavaju toksini koji se mogu naći u biomasi cijanbakterija, skupa tehnologija i 
generalno nizak prinos biomase. Biomasa je glavni proizvod kultivacionog sistema mikroalgi, 
i produktivnost intracelularnih bioaktivnih jedinjenja direktno zavisi od produktivnosti 
biomase (Safafar i sar., 2016). Nizak prinos takoĊe oteţava i poskupljuje proces izdvajanja 
biomase (Cheirsilp i Torpee, 2012), koji iznosi 20-30% ukupnih troškova proizvodnje (cit. u 
Markou i Georgakakis, 2011). S obzirom na velike troškove ovog procesa, filamentozne 
cijanobakterije bi zahvaljujući konĉastim talusima mogle biti perspektivnije u odnosu na 
jednoćelijske u pogledu izdvajanja biomase. 
Prema Ördog-u (2001), veoma produktivnim sojevima se mogu smatrati oni kod kojih 
je finalna biomasa kulture oko 2 mg/mL, dok dobre producente biomase predstavljaju sojevi  
sa produkcijom od 1-2 mg/mL. Za scale-up proizvodnju biomase najvaţniji su izbor soja sa 
visokom stopom rasta i visokim sadrţajem ţeljenog jedinjenja. MeĊutim, produkcija 
metabolita se moţe znaĉajno povećati tako što se na primer mogu prvo obezbediti uslovi 
kojima se optimizuje rast i nakupljanje biomase, a zatim oni koji favorizuju sintezu odreĊenih 
metabolita (Chen i Zhang, 1997; Kepekçi i Saygideger, 2012). U Tabeli 1 navedeni su podaci 
o produkciji biomase kod nekih vrsta cijanobakterija. 
Na metabolizam cijanobakterija, odnosno na produkciju biomase i na sintezu 
primarnih i sekundarnih metabolita utiĉe veliki broj faktora poput pH vrednosti, saliniteta, 
svetlosnih uslova, temperature, izvora odreĊenih mineralnih materija, organskih nutrijenata i 
dr., jer sastav medijuma ima znaĉajnu ulogu u produkciji metabolita (Svirĉev i sar., 2008). 
Kao najvaţniji faktori rasta najĉešće se navode intenzitet i kvalitet svetlosti, temperatura i 
sadrţaj i dostupnost organogenih elemenata.  
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Tabela 1. Pregled podataka u literaturi o produkciji biomase nekih vrsta cijanobakterija 
Vrsta cijanobakterije  
Produkcija biomase 
(mg/mL) 
Referenca 
Spirulina platensis 10,2 Chen i Zhang, 1997 
Spirulina platensis 1,7 Chen i sar., 2006 
Spirulina platensis 2,9 Andrade i Costa, 2007 
Spirulina platensis 2,6 Ravelonandro i sar., 2008 
Spirulina platensis 4,3 Rodrigues i sar., 2010 
Spirulina platensis 6,0 Shalaby i sar., 2010 
Spirulina platensis 6,9 Ajayan i sar., 2012 
Spirulina platensis 1,2 Chainapong i sar., 2012 
Spirulina platensis M2 0,8 Kepekçi i Saygideger, 2012 
Spirulina platensis 1,5 Çelekli i sar., 2016 
Arthronema africanum 2,9 Chaneva i sar., 2007 
Aphanothece microscopica Nägeli 5,1 Jacob-Lopes i sar., 2009 
Nostoc flagelliforme 1,7 Yu i sar., 2009 
Anabaena PCC 7120 3,1 Yu i sar., 2011 
 
 
2.2.1. Uticaj svetlosti na rast cijanobakterija 
 
Svetlost je jedan od najvaţnijih faktora za rast cijanobakterija u prirodnom staništu. U 
gustim kulturama u fotobioreaktoru, svetlost predstavlja glavni ograniĉavajući faktor u 
biotehnologiji mikroalgi (Kirk, 1994). Štaviše, u okviru roda Nostoc je utvrĊeno da rast 
velikim delom zavisi od uslova osvetljenja jer debeo omotaĉ na površini filamenta apsorbuje 
do 90% upadne svetlosti (Ma i sar., 2015). 
Produktivnost biomase zavisi od koliĉine primljene i uskladištene svetlosne energije, 
što je u direktnoj vezi sa kapacitetom fiksacije ugljenika (Jacob-Lopes i sar., 2009). Kada se 
mikroalge izloţe osvetljenju, svetlosne reakcije se automatski aktiviraju, a deaktiviraju ako se 
kvalitet i kvantitet svetlosti smanje ispod praga za stimulaciju fotopigmenta, ili pri 
odgovarajućoj koncentraciji organskih supstrata (Markou i Georgakakis, 2011). MeĊutim, 
svetlosni zahtevi cijanobakterija se razlikuju i u nekoliko studija je pokazano da se 
podešavanjem odreĊenih svetlosnih uslova moţe znaĉajno povećati produkcija biomase i 
ţeljenih metabolita. Tako je upotrebom odreĊenog intenziteta svetlosti povećana produkcija 
biomase kod vrsta S. platensis (Ravelonandro i sar., 2008; Ajayan i sar., 2012) i Arthronema 
africanum (Chaneva i sar., 2007), a odreĊenim fotoreţimom kod vrste Aphanothece 
microscopica (Jacob-Lopes i sar., 2009). Kod soja Cyanothece ATCC 51142 je u uslovima 
kontinualnog osvetljenja otkrivena jaka sposobnost sinteze nitrogenaze i cirkadijalna 
ekspresija kod 10% gena (Toepel i sar., 2008). Ravelonandro i sar. (2008) su kod vrste S. 
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platensis najveću produkciju biomase registrovali pri zelenoj svetlosti. Pored uticaja na 
produkciju biomase, pokazano je da se kod cijanobakterija manipulacijom svetlosnih uslova 
takoĊe moţe uticati na metabolizam i znaĉajno povećanje produkcije razliĉitih jedinjenja – 
fenola (Kepekçi i Saygideger, 2012), proteina (Ravelonandro i sar., 2008), fikobiliproteina 
(Chaneva i sar., 2007; Ajayan i sar., 2012; Ma i sar., 2015). 
Pri visokom intenzitetu svetlosti, rast ćelija se povećava brţom fotosintetiĉkom 
produkcijom ATP i NADPH, tako da mnoge vrste mikroalgi zahtevaju osvetljenost izmeĊu 8-
12 klux (Ajayan i sar., 2012). Ipak, izlaganje višim nivoima fotosintetiĉki aktivnog zraĉenja 
moţe dovesti do inhibicije fotosinteze, naroĉito tokom duţeg perioda izlaganja. Ovaj proces 
je poznat kao fotoinhibicija i nastaje kao posledica formiranja reaktivnih oblika kiseonika koji 
mogu oksidovati proteine membrane, lipide i pigmente, što dovodi do nestabilnosti 
membrane, oštećenja fotosintetiĉkih pigmenata i utiĉe na rast i sposobnost preţivljavanja 
samih ćelija (Bhandari i Sharma, 2006).  
 
 
2.2.2. Uticaj izvora ugljenika na rast cijanobakterija 
 
Cijanobakterije mogu biti ekonomski isplativije u odnosu na druge mikroorganizme 
jer ne zahtevaju prisustvo organskog supstrata (Kaushik i Chauhan, 2008; Silva-Stenico i sar., 
2011). Ovi mikroorganizmi mogu da rastu na disosovanom (HCO3
-
, CO3
2-
) i nedisosovanom 
tipu (CO2, H2CO3) neorganskog izvora ugljenika, pri ĉemu se metaboliĉka efikasnost i sastav 
biomase u zavisnosti od korišćenja CO2 ili karbonata/bikarbonata moţe razlikovati od vrste 
do vrste (Yeh sar., 2010). Tako je u kulturi vrste Spirulina platensis korišćenjem razliĉitih 
izvora ugljenika - NaHCO3, Na2CO3, glukoza, saharoza, (NH4)2CO3, CaCO3 i urea, pokazano 
da je najbolji izvor Na2CO3 (Masih i sar., 2011). Yeh i sar. (2010) su zabeleţili da se 
povećanjem koncentracije NaHCO3 preko 1200 mg/L biomasa smanjuje, što bi moglo biti 
posledica povećanja pH vrednosti usled akumulacije OH-, jer se usvajanjem CO2 od strane 
ćelija uzrokuje stalno oslobaĊanje HCO3
-
: 
 
NaHCO3 → Na
+
 + HCO3
-
 
HCO3
-
 + H2O → OH
-
 + CO2 + H2O 
 
Cijanobakterije su primarno fotosintetski organizmi, meĊutim poznato je da mnoge 
vrste odlikuje miksotrofni tip ishrane, što znaĉi da mogu koristiti i organsku materiju kao 
izvor ugljenika. Za scale-up proizvodnju, mikroalge se obiĉno gaje u fotoautotrofnim 
kulturama u kojima se oko 25% biomase proizvedene tokom dnevne svetlosti izgubi 
respiracijom u toku noći (Chisti, 2007). Sa druge strane, u miksotrofnim uslovima kultivacije 
ćelije koriste CO2 i organski izvor ugljenika, i istovremeno se odvijaju procesi fotosinteze i 
aerobne respiracije. Ovaj tip rasta je dvostruko ograniĉen proces u kojem organski supstrat i 
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intenzitet svetlosti predstavljaju dva najvaţnija faktora (Richmond, 1988) - kako kultura moţe 
da nastavi rast tokom noći koristeći organske materije, svetlost prestaje da bude apsolutno 
limitirajuć faktor rasta (Andrade i Costa, 2007; Kong i sar., 2013). Pored povećanja biomase, 
pokazano je da se miksotrofnom kultivacijom mogu smanjiti troškovi osvetljenja (Yu i sar., 
2009), prevazići problem ograniĉenja svetlosti pri velikoj gustini ćelija (Bhatnagar i sar., 
2011) i izbeći fotoinhibicija (Chojnacka i Noworyta, 2004). Miksotrofna kultivacija bi prema 
Yu i sar. (2011) mogla biti naroĉito pogodna za proizvodnju visokovrednih bioaktivnih 
jedinjenja i farmaceutika. 
Prethodne studije ukazuju na potencijal cijanobakterija da koriste razliĉite organske 
supstrate u cilju povećanja produkcije biomase. Pokazano je da je na biomasu spiruline 
stimulativno delovala glukoza (2 g/L) (Chen i Zhang, 1997), melasa (0,75 g/L) (Andrade i 
Costa, 2007), acetat (4 g/L) (Chen i sar., 2006). MeĊutim, korišćenje organskih izvora 
ugljenika poput glukoze za kultivaciju u povećanim razmerama je uglavnom ekonomski 
neisplativo, tako da bi u tom smislu od naroĉitog interesa bili nusproizvodi poput sirovog 
glicerola (Bhatnagar i sar., 2011).  
 
 
2.2.3. Uticaj izvora azota na rast cijanobakterija 
 
S obzirom da je kljuĉni konstituent mnogih ćelijskih komponenti - aminokiselina, 
pirola, piridina, pirimidina, purina, i drugih vaţnih konstituenata ćelije, azot je najvaţniji 
nutrijent za rast mikroalgi, pa samim tim i cijanobakterija. Većina vrsta je sposobna da koristi 
razliĉite oblike neorganskog azota (amonijak, nitrat, nitrit, itd.), meĊu kojima je usvajanje 
amonijuma i njegovo iskorišćavanje od strane ćelija energetski najefikasnije (Safafar i sar., 
2016).  
U tom pogledu, naroĉito se izdvajaju azotofiksirajuće cijanobakterije, koje odlikuje 
sposobnost prevoĊenja atmosferskog azota (N2) u amonijak, koji se biosintetskim putevima 
dalje prevodi u nukleinske kiseline i proteine. Zbog sposobnosti fiksacije atmosferskog azota, 
mogu se redukovati troškovi proizvodnje, jer ne postoji potreba za kombinovanim azotom u 
medijumu (Prasanna i sar., 2004; Khajepour i sar., 2015), ali se moţe i ograniĉiti 
kontaminacija drugim organizmima. Iako je azotofiksacija energetski zahtevan proces u 
kojem se troše fotosintetiĉki generisani reduktanti, azotofiksirajući uslovi kultivacije mogu 
biti pogodni za proizvodnju odreĊenih metabolita. U ćelijama mikroalgi postoji veza izmeĊu 
metabolizma ugljenika i metabolizma azota, jer koriste organski ugljenik i obezbeĊuju 
energiju direktno iz fotosintetiĉkog transporta elektrona i fiksacije CO2, kao i iz metaboliĉkog 
puta organskog ugljenika (cit. u Safafar i sar., 2016). Pokazano je da nizak nivo azota u 
odgajivaĉkoj podlozi moţe dovesti do akumulacije lipida i smanjenja sadrţaja proteina 
(Becker, 1994). Kada su u pitanju cijanobakterije, pokazano je da upravo u azotofiksirajućim 
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uslovima neki sojevi produkuju veće koliĉine fikobiliproteina (Simeunović i sar., 2013), kao i 
bioaktivnih jedinjenja (Svirĉev i sar., 2008). 
Za kultivaciju vrste S. platensis konvencionalni izvor azota je nitrat. Kako je sam 
NH4Cl u većim koncentracijama toksiĉan, pokazano je da se u kombinaciji sa KNO3 koji 
osigurava prinos dobija visokokvalitetna biomasa, а troškovi proizvodnje redukukuju do 30% 
(Rodrigues i sar., 2010). Pošto je za redukciju nitrata do amonijaka potrebna energija, 
korišćenjem uree umesto KNO3 se moţe postići veća biomasa (Danesi i sar., 2002; Ajayan i 
sar., 2012), jer se urea u baznoj podlozi spontano hidrolizuje do lako usvojivog amonijaka 
(NH3), a takoĊe se redukuju i troškovi proizvodnje (Danesi i sar., 2002).  
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2.3. BIOTEHNOLOŠKI POTENCIJAL CIJANOBAKTERIJA 
 
Snaţan biotehnološki potencijal mikroalgi, ukljuĉujući cijanobakterije, proistiĉe iz 
niza ĉinjenica (www.igb.fraunhofer.de): 
 
 Stopa rasta je 5-10 puta veća u odnosu na stopu rasta viših biljaka; 
 Za rast su esencijalni sunĉeva svetlost, CO2 i neorganski nutrijenti poput azota i 
fosfora; 
 Kao izvor ugljenika za rast moţe se koristiti CO2 nastao iz procesa sagorevanja (za 1 
kg suve biomase potrebno je oko 1,85 kg CO2); 
 Mogu se kultivisati u morskim i brakiĉnim vodama, na podruĉju sa neplodnim 
zemljištem, i nisu u kompeticiji za resurse sa konvencionalnom poljoprivredom; 
 Biomasa se moţe sakupljati tokom svih sezona; 
 Biomasa je homogena i ne sadrţi lignocelulozu; 
 U biomasi nisu prisutni rezidui pesticida; 
 Na biohemijski sastav biomase se moţe uticati manipulacijom uslova kultivacije, što 
rezultira akumulacijom ţeljenog jedinjenja;  
 Rastu u vodenom medijumu, ali zahtevaju manje vode od poljoprivrednih useva. 
 
Sposobnost fotosinteze omogućava cijanobakterijama kombinaciju osobina tipiĉnih za 
više biljke sa biotehnološkim svojstvima mikrobnih ćelija (Custódio i sar., 2012), što uz 
efikasniju konverziju sunĉeve energije i mogućnost manipulacije uslova kultivacije moţe 
obezbediti brţu produkciju ţeljenih metabolita. Mikroalge generalno predstavljaju organizme 
koji su korisni za bioremedijaciju i uz pomoć sunĉeve energije konvertuju CO2 do 
potencijalnih biogoriva, hrane za ljude, hrane za ţivotinje i visokovrednih bioaktivnih 
metabolita (Chisti, 2007). Na pirinĉanim poljima koriste se populacije azotofiksirajućih 
cijanobakterija u cilju obogaćivanja zemljišta azotnim jedinjenjima. Mikroalge mogu 
obezbediti nekoliko razliĉitih vrsta obnovljivih biogoriva, ukljuĉujući metan, biodizel i 
vodonik i ideja njihovog korišćenja kao izvora goriva se sve više shvata ozbiljno zbog rastuće 
cene nafte i, što je još vaţnije, problema globalnog zagrevanja koji je povezan sa 
sagorevanjem fosilnih goriva (Chisti, 2007). Ovi mikroorganizmi mogu pomoći u rešavanju 
problema ţivotne sredine kao što su efekat staklene bašte i tretman otpadnih voda (cit. u 
Kepekçi i Saygideger, 2012; Çelekli i sar., 2016). Sa druge strane, produkuju ĉitav spektar 
nutritivnih i bioaktivnih jedinjenja, zbog ĉega predstavljaju izvanredan resurs za prehrambenu 
industriju, naroĉito s obzirom na ogroman diverzitet i slabu prouĉenost (Pulz i Gross, 2004; 
Plaza i sar., 2009). MeĊutim, kako mnoge vrste produkuju toksiĉne metabolite, njihov najveći 
potencijal leţi u produkciji razliĉitih bioaktivnih jedinjenja (biofarmaceutska industrija), 
ishrani ţivotinja i proizvodnji obnovljivih goriva.  
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2.4. CIJANOBAKTERIJE KAO IZVOR PIGMENATA 
 
 
U razliĉitim granama industrije u upotrebi su prirodne i sintetiĉke boje. Iako se 
sintetiĉke boje dobijaju iz neobnovljivih izvora, zbog većeg prinosa koji se dobija modernim 
sintetiĉkim procesima, ove boje se više koriste (Mohammed i Mohd, 2011). MeĊutim, zahtevi 
za prirodnim bojama u proizvodima prehrambene, kozmetiĉke i farmaceutske industrije, kao i 
plastici za deĉije igraĉke su u stalnom porastu zbog toksiĉnosti sintetiĉkih boja (Stadnichuk i 
Tropin, 2017). Kako prirodni pigmenti poseduju antioksidativna svojstva, njihovom 
upotrebom je takoĊe moguće poboljšati otpornost proizvoda na oksidaciju, što je posebno 
korisno u visokomasnim proizvodima kao što su emulzije (Gouveia i sar., 2008). 
Cijanobakterije predstavljaju naroĉit izvor prirodnih pigmenata, jer su pored hlorofila a i 
karotenoida prisutni i specifiĉni fikobiliproteinski pigmenti.  
 
 
2.4.1. Cijanobakterije kao izvor karotenoida 
 
Karotenoidi su velika grupa ţutih do narandţasto-crvenih terpenoidnih pigmenata koji 
su pronaĊeni kod fotosintetiĉkih organizama, kao i nekih bakterija i gljiva (Gouveia i sar., 
2008). Ovi pigmenti pri jakom zraĉenju štite hlorofil a od fotooksidacije, dok u uslovima 
slabe osvetljenosti sluţe kao pomoćni pigmenti, odnosno sakupljaju svetlost i prenose je na 
molekule hlorofila a. Karotenoidi se dele na ksantofile koji sadrţe kiseonik i karotene koji su 
ĉisti ugljovodonici (Safafar i sar., 2015).  
Karotenoidi se koriste kao prirodne boje za hranu, aditivi u hrani za ţivotinje, 
vitaminski dodaci i proizvodi takozvane zdrave hrane (Gouveia i sar., 2008). MeĊu ovim 
pigmentima najveći komercijalan znaĉaj imaju -karoten, astaksantin, kantaksantin i lutein 
(Del Campo i sar., 2007).  -karoten se koristi kao prirodna boja, provitamin vitamina A, 
antioksidant, dodatak šumećih multivitaminskih preparata i proizvoda takozvane zdrave hrane 
(Gouveia i sar., 2008). Deficit  vitamina A predstavlja ogroman zdravstveni problem i ima 
ĉitav niz negativnih efekata na zdravlje. 
Karotenoidi koji se mogu dobiti iz mikroalgi predstavljaju dobru alternativu prirodnim 
bojama biljnog porekla, pri ĉemu manipulacijom uslova kultivacije sadrţaj karotenoida kod 
nekih mikroalgi moţe dostići vrednost do 140 mg/g suve biomase (Spolaore i sar., 2006). 
Glavni karotenoidi cijanobakterija su β-karoten, hidroksilni derivati β-karotena zeaksantin i 
nostoksantin, keto derivati β-karoten ehinenon i kantaksantin, i karotenoid glikozidi miksol 2'-
metilpentozidi i oscilol 2,2'-di-metilpentozidi. Prema Takaichi i Mochimaru (2009), 
cijanobakterije se mogu klasifikovati u dve grupe na osnovu sastava karotenoida; jedna grupa 
sadrţi ketokarotenoide, kao i glikozide miksola i/ili oscilol diglikozide, koji su jedinstveni 
karotenoidi cijanobakterija i ne nalaze se kod drugih fototrofnih organizama, dok druga grupa 
ne sadrţi ketokarotenoide, kao ni glikozide miksola i diglikozide oscilola. 
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2.4.2. Cijanobakterije kao izvor fikobiliproteinskih pigmenata 
 
Fikobiliproteini su vodorastvorljivi proteini, pronaĊeni u ćelijama cijanobakterija u 
kojima imaju funkciju antena pigmenata. Upravo njihovo prisustvo odreĊuje naziv i boju 
razdela cijanobakterija (grĉ. κυανός (kyanós) = plavo) i crvenih algi, dok su pronaĊeni i kod 
razdela Glaucophyta i Cryptophyta (Stadnichuk i Tropin, 2017).  
Molekul fikobiliproteina se sastoji iz - i - polipeptidne subjedinice za koje su 
hromofore vezane tioestarskom vezom preko aminokiselina Cys -84 i Cys -84. Po 
hemijskoj strukturi, hromofore su linearni tetrapiroli, sliĉne ţuĉnim pigmentima, zbog ĉega su 
nazvane fikobilini. Kod cijanobakterija postoji ĉetiri vrste fikobilina: fikocijanobilin, 
fikoeritrobilin, fikourobilin i fikoviolobilin (Slika 5a). U zavisnosti od broja hromofora u 
()1–monomeru, fikobiliproteini se mogu podeliti u tri klase koje se meĊusobno razlikuju i 
po boji:  
 
 
 Alofikocijanini (APC, plavkasto zeleni) - nose dve hromofore;  
 Fikocijanini (PC, plavi) i fikoeritrocijanini (PEC, narandţasti) - nose tri 
hromofore; 
 Fikoeritrini (PE, crveni) - nose pet ili šest hromofora.  
 
 
Ovi pigmenti imaju veoma jak kapacitet za samoagregaciju; tri ()1-monomera 
obrazuju trimer u vidu pljosnatog diska, koji se spaja sa drugim trimerom u heksamer (Slika 
5b i 5c). U ćelijama cijanobakterija fikobiliproteini se nalaze u obliku proteinskih kompleksa 
– fikobilizoma, koji su priĉvršćeni sa spoljašnje strane membrane tilakoida u vidu granula 
(Slika 5d). Fikobilizomi većine cijanobakterija su poludiskoidnog oblika i sastavljeni iz 
cilindara - 3 u jezgru i 6 duţih rasporeĊenih u polukrug (boĉni cilindri) (Slika 5d). Duţina 
boĉnih cilindara varira od 1 do 7 diskova heksamera, u zavisnosti od vrste cijanobakterije i 
uslova rasta. Kako jezgro sadrţi samo APC, varijacije u sastavu pigmenata unutar vrste 
cijanobakterije nastaju zbog boĉnih cilindara koji mogu biti formirani samo iz C-PC, ili se PE 
kaĉi za C-PC/C-PE/CU-PE. Kod nekih vrsta postoje varijacije, a poznata je i ĉetvoro-
pigmentna varijanta fikobilizoma (Stadnichuk i Tropin, 2017).  
Fikobiliproteinima se pripisuju razliĉita zdravstvena svojstva, ukljuĉujući snaţno 
antioksidativno, antiinflamatorno, neuroprotektivno, hepatoprotektivno, imunomodulatorno, 
antikancerogeno, hipoholesterolemiĉno (Gantar i Svirĉev, 2008; Plaza i sar., 2009) i 
antibakterijsko dejstvo (Sarada i sar., 2011; Najdenski i sar., 2013). Neka medicinska svojstva 
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Slika 5. (a) – hemijska struktura fikobilina, (b) – trimer i heksamer fikoeritrina, (c) - trimer i 
heksamer fikocijanina, (d) – fikobilizomi  
(modifikovano Figueroa i sar., 2012; Dumay i sar., 2014) 
 
 
roda Spirulina se pripisuju upravo plavom pigmentu C-fikocijaninu (C-PC). Jedan od prvih 
izveštaja o njegovom korisnom efektu citira japanski patent # 58-65216, koji ukazuje na to da 
C-PC iz roda Spirulina znaĉajno povećava stopu preţivljavanja miševa kojima su injektirane 
tumorske ćelije jetre. Kasnije je ustanovljeno da je mehanizam koji inhibira rast tumorskih 
ćelija stimulacija imunog sistema (Gantar i sar., 2012) što ukazuje na imunomodulatornu 
aktivnost ovog pigmenta.  
Podruĉje moderne aplikacije fikobiliproteina je veoma široko, jer su ovi pigmenti 
vaţni kao prirodni koloranti, antioksidanti i fluorescentni markeri. Fikocijanin je jedna 
odnajperspektivnijih komercijalnih supstanci spiruline, koja se proizvodi u Japanu kao 
prirodni kolorant hrane Linablue
®
. U Japanu i Kini se koristi u prehrambenim proizvodima 
kao što su ţvakaće gume, bombone, mleĉni proizvodi, ţele i bezalkoholna pića (Gouveia i 
sar., 2008). Ovaj pigment ima dvostruku funkciju u hrani i biološki aktivnim suplementima – 
kao kolorant i imunostimulator i smatra se boljim u odnosu na druge prirodne plave boje 
(gardenija, indigo), jer proizvodima daje svetliju plavu boju. Takvi proizvodi su 
a b c 
d 
APC 
PC, PE 
 
fikourobilin 
fikocijanobilin 
fikoeritrobilin 
lipidni dvosloj 
      lumen 
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najpopularniji u zemljama tropske i suptropske zone: Burmi, Indoneziji, Hong Kongu, Koreji, 
Maleziji, zemljama Persijskog zaliva i Japanu, odakle se u manjim koliĉinama izvoze u SAD, 
Evropu i druge zemlje (Stadnichuk i Tropin, 2017). 
Zahvaljujući svojstvu fluorescencije, fikobiliproteini su pogodni za fluorescentne 
analize visoke rezolucije, tako da su našli primenu u histohemiji, protoĉnoj citometriji, 
razdvajanju ćelija zasnovanom na fluorescenciji, fluorescentnoj imunodijagnostici i detekciji 
makromolekula. Fluorescencija C-fikocijanina, koja se posmatra direktno u ćelijama, se moţe 
koristiti za praćenje rasta cijanobakterija u prirodnim sredinama, detekciju indeksa ĉistoće 
vode i analizu jezera na visokim nadmorskim visinama. Fikoeritrin, crveni pigment iz grupe 
fikobiliproteina, koristi se zajedno sa fluoresceinom za obeleţavanje antitela, koje se smatra 
obećavajućim u dijagnostici onkoloških bolesti i sindroma steĉene imunodeficijencije (SIDA). 
Fikoeritrin se koristi kao fluorescentni agens u proteomiĉkim i genomiĉkim analizama u 
dizajnu DNK mikroereja (Stadnichuk i Tropin, 2017).  
Interesantna pojava koja se javlja kod cijanobakterija je promena pigmentacije u 
zavisnosti od talasnih duţina kojima su izloţene (kvaliteta svetlosti), poznata kao 
komplementarna hromatska adaptacija, a rezultat je izmene u sastavu fikobilizoma  
(Grossman i sar., 2001). Pokazano je da je kod cijanobakterija koje na beloj svetlosti sadrţe 
PE i PC, pod crvenim svetlom supresovana sinteza PE, a pod zelenim svetlom sinteza PC 
(Ravelonandro i sar., 2008). Ovaj fenomen je znaĉajan za biotehnologiju cijanobakterija u 
pogledu mogućnosti povećanja produkcije odreĊenog fikobiliproteina. Tako je kod dve 
azotofiksirajuće cijanobakterije sa visokim sadrţajem PE, sadrţaj ovog pigmenta povećan 
upotrebom zelenog svetla, dok je crveno svetlo indukovalo povećan sadrţaj PC, uz znatno 
smanjen nivo PE (Rodríguez i sar., 1991).  
Kod cijanobakterija fikobiliproteini su razliĉito distribuirani; glavni fikobiliproteini su 
C-PC i APC, dok je PE pronaĊen kod samo oko 30% vrsta. Ovi pigmenti mogu predstavljati 
do 60% ukupnog sadrţaja proteina ili 20% suve mase ćelije (Stadnichuk i Tropin, 2017). Sa 
sadrţajem PC od 10-20%, vrsta S. platensis je glavni komercijalni izvor ovog pigmenta i 
najbolja prirodna plava boja za hranu (Chaneva i sar., 2007). Iako su PC i APC kvantitativno 
dominantni pigmenti u okviru roda Spirulina, kod soja Spirulina subsalsa 3F registrovana je 
visoka koncentracija PE, koji je ĉinio oko 20% ukupnih ćelijskih proteina i bio preko 10 puta 
veći u odnosu na sadrţaj hlorofila a, zbog ĉega je ova spirulina imala crvenu pigmentaciju 
(Tomaselli i sar., 1995). Fikoeritrin je registrovan kao glavni pigment i kod nekoliko sojeva 
roda Nostoc, ĉineći do 10% suve mase (Moreno i sar., 1995), dok je kod jednog soja roda 
Anabaena iznosio 8,3% suve mase (Rodriguez i sar., 1989). Kod azotofiksirajućih 
cijanobakterija, fikobiliproteini obiĉno ĉine oko 50% ukupnih ćelijskih proteina (Moreno i 
sar., 1995). Nedavna istraţivanja ukazuju da je soj Anabaena fertilissima PUPCCC 410.5, sa 
sadrţajem fikobiliproteina do 696 mg/g suve mase, obećavajuć kandidat za proizvodnju ovih 
pigmenata na komercijalnom nivou. Ovako visoka produkcija je dobijena kombinacijom pH 
vrednosti medijuma, dodatkom nitrita i saharoze kao izvora azota i ugljenih hidrata, i 
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osvetljavanjem kulture plavim svetlom (Khattar i sar., 2015). Simeunović i sar. (2013) su 
pokazali da sadrţaj fikobiliproteina kod cijanobakterija zavisi naroĉito od izvora azota u 
odgajivaĉkoj podlozi, pri ĉemu je kod testiranih sojeva rodova Nostoc i Anabaena dostupnost 
azota uticala na sastav fikobiliproteinskih pigmenata, ali ne i na njihov ukupan sadrţaj. Takva 
istraţivanja ukazuju na mogućnost regulacije produkcije ovih pigmenata manipulacijom 
nutritivnih uslova tokom kultivacije cijanobakterija. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Doktorska disertacija          Dajana Kovač 
 
20 
 
2.5. CIJANOBAKTERIJE KAO IZVOR BIOLOŠKI AKTIVNIH METABOLITA  
 
 
  Do danas je iz prirodnih resursa izolovan impresivan broj biološki aktivnih agenasa, 
ĉesto se bazirajući na njihovoj upotrebi u tradicionalnoj medicini. U razliĉitim delovima sveta 
cijanobakterije se vekovima tradicionalno koriste u ishrani ili medicinske svrhe. Potencijal 
ovih mikroorganizama je izvanredan, jer produkuju razliĉita jedinjenja ukljuĉujući pigmente, 
vitamine, antioksidante, fenolna jedinjenja, polinezasićene masne kiseline (Slika 6), kao i 
ĉitav spektar sekundarnih metabolita kojima se pripisuju razliĉite biološke aktivnosti poput 
antikancerogene, antibakterijske, antivirusne, antifungalne i imunostimulatorne (Svirĉev, 
2005; Jones i sar., 2009; Nunnery i sar., 2010; Simeunović, 2010; Singh, 2011; Najdenski i 
sar., 2013).  
 
 
Slika 6. Glavni putevi biosinteze nekih primarnih i sekundarnih metabolita 
(modifikovano Mostafa, 2012) 
 
 
Medicinski kvaliteti cijanobakterija su prvi put prepoznati 1500 god. pre nove ere, 
kada su vrste roda Nostoc korišćene za leĉenje gihta, fistula i nekoliko oblika kancera, dok su 
opseţnija nauĉna ispitivanja zapoĉeli Moore i Gerwick 1990-ih godina (Singh, 2011). U 
naporima koji se ulaţu za otkriće novih lekova, cijanobakterije predstavljaju jedan od vodećih 
izvora (Jones i sar., 2009). Samo nekoliko grupa organizama, kao što su miksobakterije i 
streptomicete se odlikuju sliĉnim potencijalom (Nunnery i sar., 2010). Kako bi preţivele u 
izuzetno kompetitivnom okruţenju, ĉesto izloţene ogromnim fluktuacijama hemijskih i 
Glukoza 
Fosfoenolpiruvat 
Piruvat 
Acetil CoA 
Ciklus pentoza 
 fosfata 
Šikimatni put 
 
Malonil CoA 
Mevalonatni put 
Polisaharidi 
(glikozidi, 
aminoglikozidi) 
Purini i 
pirimidini 
Derivati cimetne kiseline, 
aromatične aminokiseline, druga 
jedinjenja, mikosporinu slične 
aminokiseline 
Alifatične aminokiseline 
Masne kiseline, polifenoli 
Izoprenoidi 
(terpenoidi, steroidi, 
karotenoidi) 
 Doktorska disertacija          Dajana Kovač 
 
21 
 
fiziĉkih faktora, cijanobakterije su razvile defanzivne i adaptivne strategije koje ukljuĉuju 
sintezu najraznovrsnijih jedinjenja poreklom iz razliĉitih metaboliĉkih puteva (Najdenski i 
sar., 2013). Istraţivanja puteva biosinteze ovih jedinjenja, upotpunjena sekvencioniranjem 
genoma, otkrivaju jedinstvene enzimske mehanizme koji u ţivom svetu nisu uopšte ili su 
retko opisani. Cijanobakterije produkuju raznovrstan spektar metabolita koji su uglavnom 
rezultat integracije enzima neribozomalnih peptid sintetaza (NRPSs, ukljuĉeni u povezivanje 
aminokiselina) i poliketid sintaza (PKSs, ukljuĉeni u povezivanje acetatnih jedinica) (Jones i 
sar., 2009). Ovi multifunkcionalni enzimi se odlikuju modularnom strukturom i sadrţe visoko 
konzervirane regione, ukljuĉene specifiĉno u aktivaciju i kondenzaciju aminokiselina (Silva-
Stenico i sar., 2011). Nastala jedinjenja bogata azotom su dalje ĉesto podloţna neobiĉnim 
modifikacijama poput halogenovanja, metilacija i oksidacija (Jones i sar., 2009). Štaviše, 
genetskom manipulacijom NRPS gena se mogu uvesti dodatne strukturne modifikacije, što 
omogućava proizvodnju potpuno novih prirodnih proizvoda (Silva-Stenico i sar., 2011). U 
studiji u kojoj je testirano 50 brazilskih izolata cijanobakterija je otkrivena široka 
rasprostranjenost NRPS i PKS gena - kod 92% i 80% testiranih sojeva, respektivno, kao i 
njihovo prisustvo/odsustvo kod sojeva istog roda, ili ĉak iste vrste. Smatra se da bi se 
sekvenciranjem ovih genskih fragmenata koji kodiraju domene za adenilaciju i keto-sintazu 
mogla predvideti sposobnost produkcije sekundarnih metabolita (Silva-Stenico i sar., 2011).  
Većina izolovanih bioaktivnih jedinjenja cijanobakterija spada u grupu poliketida, 
amida, alkaloida i peptida (Silva-Stenico i sar., 2011), ali ukljuĉuju i masne kiseline, 
bromofenole, polisaharide i alkohole (Svirĉev i sar., 2008). Postoji indikacija da bi terestriĉne 
cijanobakterije mogle posedovati veću biološku aktivnost u odnosu na akvatiĉne, što bi se 
moglo pripisati adaptacionim mehanizmima potrebnim za opstanak u uslovima ponavljanog 
isušivanja (Svirĉev i sar., 2008). 
 
 
2.5.1. Cijanobakterije kao izvor masnih kiselina  
 
 
Masne kiseline su jedinjenja veoma vaţna za ishranu, koja se na osnovu prisustva 
dvostruke veze mogu klasifikovati na zasićene, mononezasićene i polinezasićene. Zasićene 
masne kiseline ne sadrţe dvostruke veze, niti druge funkcionalne grupe duţ osnovnog 
ugljeniĉnog lanca, dok nezasićene poseduju jednu ili više dvostrukih veza (mono- i 
polinezasićene), a na ugljenikovim atomima koji obrazuju dvostruku vezu se pored vodonika 
vezuju i razliĉite funkcionalne grupe. 
Polinezasićene masne kiseline imaju kljuĉnu ulogu u ćelijskom metabolizmu (Cardozo 
i sar., 2007). Polinezasićene masne kiseline sa prvom dvostrukom vezom na trećem (n3) ili 
šestom (n6) atomu ugljenika (Slika 7) se nazivaju esencijalnim i moraju se unositi hranom jer 
se ne mogu samostalno proizvesti u ljudskom organizmu (Ambrozova i sar., 2014). Iz grupe 
n3 esencijalna masna kiselina je -linoleinska kiselina (C18:3 n3), dok je iz grupe n6 
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esencijalna linolna kiselina (C18:2 n6) (Gubić, 2016). Ove dve masne kiseline nastaju 
postepenom desaturacijom oleinske kiseline u endoplazmatiĉnom retikulumu i hloroplastima 
biljaka. Ljudski organizam ne moţe da sintetiše -linoleinsku kiselinu zbog nedostatka Δ12 i 
Δ15 desaturaza potrebnih za njenu sintezu iz stearinske kiseline (C18:0) ili iz n3 i n6 
polinezasićenih masnih kiselina (Ambrozova i sar., 2014). Konverzijom -linoleinske kiseline 
nastaje prvo eikozapentaenska kiselina (C20:5 n3), a potom dokozaheksaenska kiselina 
(C22:6 n3), dok iz linolne kiseline nastaje arahidonska kiselina (C20:4 n6) (Gubić, 2016).        
Glavne zasićene masne kiseline kod algi su one sa 12, 14, 16 i 18 C-atoma, dok nezasićene 
imaju od 16 do 22 C-atoma i sadrţe od 1 do 6 dvostrukih veza cis-konfiguracije (Behrens i 
Kyle, 1996). Kod cijanobakterija dominiraju masne kiseline sa 16 i 18 C-atoma (Patil i sar., 
2007; Guedes i sar., 2011; Thingujam i sar., 2015), pri ĉemu su najzastupljenije palmitinska i 
palmitoleinska (Behrens i Kyle, 1996), dok su vrste roda Spirulina prepoznate kao bogat izvor 
γ-linolenske kiseline (Ambrozova i sar., 2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                  
Slika 7. Hemijska struktura n3 i n6 masnih kiselina 
 
 
Masne kiseline, a naroĉito esencijalne, su veoma vaţan deo ishrane. Savremena 
ishrana je poznata po povećanom unosu zasićenih i n6 masnih kiselina, što rezultuje 
disbalansom izmeĊu n3 i n6 masnih kiselina (Ambrozova i sar., 2014). Poslednjih decenija n3 
polinezasićene masne kiseline spadaju u biomolekule koji se najĉešće inkorporiraju u razliĉite 
prehrambene i proizvode sa dodatom vrednošću i koriste u vidu dodataka ishrani 
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(Milovanović, 2016). Kako ove masne kiseline imaju kljuĉnu ulogu u mnogim biohemijskim 
putevima, njihov unos rezultuje višestrukim zdravstvenim benefitima, naroĉito 
kardioprotektivnim efektima (koji proizilaze iz njihovog antiaterogenog, antitrombotiĉnog, 
antiinflamatornog, antiaritmijskog i hipolipidemijskog efekta), ali i zdravstvenim koristima 
zasnovanim na kompleksnom uticaju na koncentracije lipoproteina, fluidnost bioloških 
membrana, funkciju membranskih enzima i receptora, modulaciju produkcije eikozanoida, 
regulaciju krvnog pritiska i metabolizam minerala (Ambrozova i sar., 2014). 
Dokozaheksaenska kiselina je takoĊe esencijalan nutrijent za mozak fetusa u razvoju i 
optimalnu funkciju mreţnjaĉe odojĉadi (McCann i Ames, 2005). Arahidonska kiselina koja se 
nalazi u membranama nervnih ćelija je od suštinskog znaĉaja u toku neonatalnog razvoja bebe 
(Gubić, 2016). Pored eikozapentaenske, γ-linolenska kiselina (C18:3 n6) je naroĉito efikasna 
u smanjuju rizika od srĉanih oboljenja i ateroskleroze (Kerby i Stewart, 1987). Ova masna 
kiselina je veoma vaţan prekursor u sintezi prostaglandina i pomaţe u leĉenju razliĉitih 
bolesti ukljuĉujući artritis, srĉane bolesti, gojaznost, alkoholizam, depresiju, šizofreniju, 
Parkinsonovu bolest, multiplu sklerozu (Kerby i Stewart, 1987).  
Glavni izvor esencijalnih polinezasićenih masnih kiselina je riblje ulje (Ambrozova i 
sar., 2014). MeĊutim, za korišćenje ovog izvora su vezani mnogi problemi: 1) ţiva i nivoi 
polihlorovanih bifenila (PCB) su ĉesto neprihvatljivi za pojedine potrošaĉe, naroĉito decu i 
trudnice (nervni sistem fetusa u razvoju je veoma osetljiv i na niske nivoe ovih 
kontaminanata); 2) neprijatan miris; 3) nisu pogodne za vegetarijance; 4) problem odrţivog 
korišćenja riba kao izvora (mnoge vrste su izlovljene skoro do istrebljenja) (Spolaore i sar., 
2006; Cannon, 2009). Sa druge strane, ribe ne mogu da sintetišu esencijalne polinezasićene 
masne kiseline zbog nedostatka kljuĉnih enzima, tako da je visok nivo ovih masnih kiselina u 
ribljem ulju direktna posledica njihove ishrane morskim mikroorganizmima i algama, koje su 
primarni producenti polinezasićenih masnih kiselina u vodenim ekosistemima (Ambrozova i 
sar., 2014). Kako mikroalge mogu dostići mnogo veću produktivnost i sadrţaj ovih jedinjenja 
u poreĊenju sa drugim izvorima, polinezasićene masne kiseline mikroalgalnog porekla imaju 
vrlo obećavajuće trţište za biotehnološke proizvode za ishranu ljudi i ţivotinja. Štaviše, pošto 
su ćelije mikroalgi bogate antioksidantnim karotenoidima i vitaminima, a lipidi 
bioinkapsulirani ćelijskim zidom, mikroalge bi mogle biti superiornije od tradicionalnih 
polinezasićenih masnih kiselina u pogledu stabilnosti lipida (Patil i sar., 2007).  
Masne kiseline mikroalgalnog porekla su danas dostupne u obliku dijetetskih 
suplemenata i inkorporirane u razliĉite prehrambene proizvode. Na trţištu su dostupni 
preparati mikroalgi poput spiruline i hlorele u vidu kapsula ili kapleta, kao i u hrani i piću sa 
terapeutskim dejstvom u leĉenju hiperholesterolemije, hiperlipidemije i ateroskleroze (Eussen 
i sar., 2010). Mikroalgalna ulja bi mogla biti naroĉito dobro rešenje za decu, trudnice, 
vegetarijance i pacijente sa alergijama na ribu. Tako je mikroalgalno ulje Life'sDHA™ bogato 
dokozaheksaenskom kiselinom i ulazi u sastav formula mleka za mlaĊu odojĉad, dok 
preparati poput DHAid™ i V-Pure predstavljaju vegetarijanski izvor dokozaheksaenske i 
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eikozapentaenske kiseline (cit. u Kovaĉ i sar., 2013). Iako bi transgene alge mogle biti 
alternativni odrţivi izvor masnih kiselina za ishranu ljudi, ovu mogućnost trenutno ograniĉava 
odbojnost potrošaĉa prema genetski modifikovanoj hrani. Jedna alternativa bi bila da se 
transgene alge koriste kao izvor hrane u akvakulturi, ĉime bi se izbegla direktna ingestija 
GMO (Mostafa i sar., 2012). Pokazano je da je na primer ishrana koka nosilja mikroalgama u 
cilju proizvodnje "OMEGA" jaja profitabilna (Pulz i Gross, 2004).  
 
 
2.5.2. Cijanobakterije kao izvor fenolnih jedinjenja  
 
Fenolna jedinjenja su supstance koje poseduju aromatiĉni prsten za koji je vezana 
jedna ili više hidroksilnih grupa. Sinteza prirodnih aromatiĉnih jedinjenja se odvija kroz dva 
biosintetiĉka puta - ciklusa šikiminske kiseline u kojem se iz šikiminske kiseline formiraju 
aromatiĉne aminokiseline (fenilalanin, tirozin, triptofan) i acetatno–malonatnog ciklusa. 
Poĉetni koraci biosinteze fenola takoĊe ukljuĉuju i fenilpropanoidni put u kojem se 
fenilalanin prevodi do trans-cinamata pod uticajem fenilalanin-amonijak lijaze (PAL), ĉime se 
protok ugljenika usmerava ka granama fenilpropanoidnog metabolizma (Veliĉković, 2013). 
Hemijski, polifenoli se mogu podeliti u nekoliko klasa, ukljuĉujući fenolne kiseline 
(hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline) (Slika 8), flavonoide (flavonoli, flavanoni, 
flavanoli, flavoni, antocijanini, izoflavoni) (Slika 9), izoflavonoide (izoflavoni, kumestani), 
stilbene, lignane i polimere fenola (proantocijanidini-kondenzovani tanini i hidrolizujući 
tanini) (Manach, 2004). 
Poznato je da je antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja vezana za stepen i 
obrazac hidroksilacije i stepen konjugacije, tako da su polifenoli efikasniji antioksidanti od 
monofenola, dok bi reaktivnost mogla biti veća kod jedinjenja sa hidroksi grupom u meta i 
para poloţaju, kao i za derivate cimetne kiseline (Onofrejováa i sar., 2010). Smatra se da 
fenolna jedinjenja, ukljuĉujući flavonoide, fenolne kiseline i tanine najviše doprinose 
antioksidativnim svojstvima viših biljaka, pri ĉemu poseduju i razliĉite biološke aktivnosti (Li 
i sar., 2007). Fenolne kiseline su povezane i sa mnogim aspektima kvaliteta hrane, ukljuĉujući 
boju, ukus i nutritivna svojstva (Veliĉkoviĉ J. 2013). Poslednjih godina veliko interesovanje 
su izazvali flavonoidi zbog niza korisnih zdravstvenih svojstava, ukljuĉujući antiviralno, 
antialergijsko, antiagregaciono, antiinflamatorno, antitumorsko i antioksidativno dejstvo 
(Tanwar i Modgil, 2012). Ova jedinjenja pokazuju nekoliko antioksidativnih mehanizama - 
mogu da inhibiraju lipidnu oksidaciju heliranjem metala, inhibicijom lipoksigenaze i 
direktnim hvatanjem reaktivnih kiseoniĉnih vrsta poput ‧OH, HOCl, singletnog kiseonika i 
lipid-peroksil radikala (Pietta, 2000). Neka istraţivanja povezuju unos flavonoida sa zaštitnim 
efektom kod kardiovaskularnih bolesti i razliĉitih kancera (Manach, 2004; Tanwar i Modgil, 
2012).  
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Slika 8. Hemijska struktura fenolnih kiselina  
 
 
Vrlo mali broj fenolnih jedinjenja pronaĊenih u biljkama, i većina onih iz gljiva, ima 
poreklo koje ne ukljuĉuje fenilalanin/tirozin (Babaoglu Aydas i sar., 2013). Kada su u pitanju 
alge, samo kod nekih vrsta odreĊenih razdela pronaĊena su netipiĉna fenolna jedinjenja: 
kolpol (Phaeophyta), kumarini, derivati vanilinske kiseline (Chlorophyta), pigment marenin 
(Bacillariophyta), tihokarpoli (Rhodophyta). Mikosporinu sliĉne aminokiseline (MAA) su 
pronaĊene kod nekoliko razdela mikroalgi (uglavnom Cyanophyta i Rhodophyta), kao i 
bromofenoli (Rhodophyta, Phaeophyta, Chlorophyta), dok je lignin, za koji se ranije smatralo 
da je ograniĉen samo na vaskularne kopnene biljke, otkriven kod marinske vrste Calliarthron 
cheilosporioides (Rhodophyta) (Freile-Pelegrin i Robledo, 2013). U nedavnom istraţivanju je 
utvrĊeno da su odreĊeni prehrambeni proizvodi algi, prvenstveno vrsta Eisenia bicyclis 
(Phaeophyta), imali veći antioksidativni kapacitet vodorastvorljivih jedinjenja i sadrţaj 
fenolnih jedinjenja u poreĊenju sa lekovitim biljem, voćem bogatim vitminom C i povrćem 
(Machu i sar., 2015). Kod nekih marinskih vrsta mrkih algi su otkrivene anti-HIV, 
antikancerogena, baktericidna, antialergijska i druge zdravstveno korisne biološke aktivnosti 
koje se povezuju sa prisustvom florotanina (Thomas i Kim, 2011), fenolnih jedinjenja koja su 
prisutna samo kod predstavnika ovog razdela, tako da je nekoliko kompanija poĉelo sa 
proizvodnjom standardizovanih fenolnih (florotaninskih) ekstrakata iz mrkih algi. Ovi 
suplementi su namenjeni prvenstveno za prevenciju kardiovaskularnih bolesti (Freile-Pelegrin 
i Robledo, 2013). 
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Slika 9. Hemijska struktura flavonoida 
 
 
Kada su u pitanju mikroalge generalno, a naroĉito cijanobakterije, izuzetno je malo 
literaturnih podataka koji se odnose na produkciju fenolnih jedinjenja. Smatra se da 
cijanobakterijska PAL deli sliĉnu supstratnu selektivnost i kinetiĉku aktivnost prema L-
fenilalaninu i L-tirozinu (Babaoglu Aydas i sar., 2013). Kod cijanobakterija fenolne kiseline  
su detektovane u nekoliko istraţivanja (Мiranda i sar., 1998; Abd El-Baky i sar., 2009; 
Babaoglu Aydas i sar., 2013; Babić i sar., 2016; Ijaz i Hasnain, 2016), metaboliĉki kapacitet 
za produkciju flavonoida je prisutan u svim glavnim evolutivnim linijama (Goiris i sar., 
2012), a u nekoliko istraţivanja su detektovani i tanini (Shalaby i Shanab, 2013; 
Sharathchandra i Rajashekhar, 2013). Štaviše, pokazano je da sadrţaj fenola u biomasi 
cijanobakterija moţe biti znaĉajno povećan manipulacijom uslova kultivacije, kao što su 
koncentracija natrijum nitrata, temperatura (Colla i sar., 2007) i dodavanje L-fenilalanina u 
odgajivaĉku podlogu (Babaoglu Aydas i sar., 2013). U biomasi vrste S. platensis je 
upotrebom odgovarajućeg svetlosnog tretmana sadrţaj fenolnih jedinjenja povećan osam puta, 
ĉime je povećan antioksidativni potencijal biomase kao dijetetskog suplementa (Kepekçi i 
Saygideger, 2012).  
 
 
2.5.3. Cijanobakterije kao izvor antioksidanata  
 
 
Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli koji u svojoj strukturi imaju jedan ili više 
nesparenih elektrona, i koji u reakciji sa makromolekulima poput lipida, proteina, ugljenih 
flavonoli flavanoni flavanoli 
osnovna struktura flavonoida 
flavoni antocijanini izoflavoni 
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hidrata i nukleinskih kiselina mogu dovesti do njihovog oštećenja, kao i lanĉane reakcije koja 
rezultira stvaranjem sve većeg broja slobodnih radikala, ĉime se remete normalni ćelijski 
mehanizmi. Slobodni radikali nastaju u normalnim endogenim metaboliĉkim procesima, 
patofiziološkim stanjima i putem izlaganja spoljašnjim fiziĉko-hemijskim uslovima 
(polutanti, dim, ksenobiotici, zraĉenje, itd.) (Slika 10) (Veliĉković, 2013; Agyei i sar., 2015). 
U najvaţnije slobodne radikale bioloških sistema spadaju reaktivni oblici kiseonika (ROS, 
reactive oxygen species), koji ukljuĉuju slobodne radikale i odreĊene neradikalske vrste koje 
su oksidativna sredstva i/ili se lako prevode u radikale (Tabela 2), i reaktivni oblici oksida 
azota (NO
•
 i ONOO
-
).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 10. Uzroci nastajanja ROS-a i njihovo dejstvo 
(Veliĉković, 2013) 
 
 
Prema najšire prihvaćenoj definiciji, antioksidanti su supstance koje u koncentracijama 
znatno niţim od koncentracije supstrata koji moţe da se oksiduje, znaĉajno usporavaju ili 
spreĉavaju njegovu oksidaciju (Halliwell, 1990). Antioksidanti mogu da budu sintetisani u 
ljudskom organizmu ili uneti putem ishrane. Prema nivou i naĉinu delovanja u ljudskom 
organizmu, klasifikuju se na: 1) preventivne - spreĉavaju nastanak slobodnih radikala; 2) 
„skevendţer― - poseduju sposobnost „hvatanja― slobodnih radikala; i 3) „reparacione― - 
obnavljuju ili uklanjaju oštećene vitalne biomolekule nastale u uslovima oksidativnog stresa 
(Shi i sar., 2001). S obzirom na raznovrsnu strukturu ovih jedinjenja,  mehanizmi kojima 
ostvaruju aktivnost u sistemu antioksidantne zaštite su razliĉiti.  
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          Tabela 2. Najvaţniji reaktivni oblici kiseonika 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slobodni radikali imaju kljuĉne uloge u redoks ćelijskoj signalizaciji i homeostazi, i u 
normalnim uslovima njihova produkcija je u stalnoj ravnoteţi sa antioksidantnim 
odbrambenim sistemom. Narušavanje ovog ravnoteţnog stanja u organizmu naziva se 
oksidativni stres (Sies, 1985) i povezuje se sa skoro 200 bolesti, ukljuĉujući kardiovaskularne 
bolesti, kancer, aterosklerozu, hipertenziju, ishemiju, šećernu bolest (diabetes mellitus), 
hiperoksaluriju, neurodegenerativne bolesti (Alchajmerova i Parkinsonova bolest), 
reumatoidni artritis i starenje (Rop i sar., 2012).  
Upotreba hrane bogate antioksidantima bi mogla biti najrelevantniji faktor u prevenciji 
bolesti vezanih za oksidativni stres (Vaz i sar., 2010). Nekoliko epidemioloških istraţivanja 
ukazuje da je ĉesta konzumacija prirodnih antioksidanata povezana sa smanjenjem rizika od 
kardiovaskularnih bolesti i kancera. Tako je u Japanu i mediteranskoj Juţnoj Evropi 
zabeleţena niţa stopa smrtnosti od koronarne bolesti srca i niţi nivo ukupnog holesterola u 
poreĊenju sa Severnom Evropom i SAD, što se moţe povezati sa ishranom bogatom voćem i 
povrćem koje sadrţi velike koliĉine vitamina, flavonola i polifenola (Freile-Pelegrin i 
Robledo, 2013).  
Pored opisanih bioloških oštećenja, lipidna peroksidacija koja je inicirana delovanjem 
ROS predstavlja i osnovni uzrok kvarenja kozmetiĉkih proizvoda i jedan od osnovnih uzroka 
kvarenja hrane. Pored promene organoleptiĉkih i hranljivih karakteristika, produkti nastali u 
ovom procesu utiĉu na zdravstvenu bezbednost, boju, ukus i konzistenciju hrane (Veliĉković, 
2013). Zbog toga se u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji koriste mnogi sintetiĉki 
komercijalni antioksidanti, ukljuĉujući butilovani hidroksitoluen (BHT), butilovani 
hidroksianizol (BHA), 2-terc-butilhidroksihinon (TBHQ), etilen diamin tetra 
sirćetna kiselina (EDTA) i galati kao što su propil galat (PG), dodecil galat i oktil galat 
(Freile-Pelegrin i Robledo, 2013; Agyei i sar., 2015). Poslednjih godina, potraţnja za 
prirodnim antioksidantima je u naglom porastu zbog povezivanja većine sintetiĉkih 
antioksidanata sa visokom toksiĉnošću i kancerogenim ili mutagenim efektima (Agyei i sar., 
2015).  
Većina, ako ne i svi komercijalno dostupni prirodni  antioksidanti se dobijaju iz 
kopnenih biljaka (ruzmarin, ĉaj, groţĊe, kora bora, kakao i dr.) (Goiris i sar., 2012). Rastuće 
Slobodni radikali Neradikalski oblici 
superoksid anjon radikal O2
•
 singlet kiseonik 
1
O2 
hidroperoksil radikal HOO
•
 organski peroksidi ROOH 
hidroksil radikal HO
•
 vodonik peroksid H2O2 
alkil i alkoksil radikali R
•
, RO
•
 
 
peroksil radikal ROO
•
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trţište novih antioksidanata opravdava sveobuhvatne pretrage ekonomiĉnijih, manje 
konvencionalnih izvora, u koje se svakako svrstavaju mikroalge i cijanobakterije. Biljke 
generalno, a mikroalge naroĉito, su dobri izvori prirodnih antioksidanata. Kako se kiseonik 
lako aktivira UV zraĉenjem ili toplotom sunĉeve svetlosti u toksiĉne ROS, biljke i mikroalge 
su razvile zaštitni mehanizam koji se sastoji u sintezi antioksidantnih jedinjenja. U kulturama 
mikroalgi i cijanobakterija sa velikom gustinom ćelija u zatvorenom fotobioreaktoru, 
koncentracije kiseonika mogu biti veoma visoke, što dovodi do povećane akumulacije visoko 
efikasnih antioksidativnih skevendţer kompleksa, tako da se na primer kod vrste S. platensis 
antioksidativni potencijal tokom oksidativnog stresa moţe povećati 2,3 puta (Pulz i Gross, 
2004). Istraţivanja koja su sprovedena proteklih godina jasno ukazuju na izuzetan 
antioksidativni potencijal cijanobakterija (Hajimahmoodi i sar., 2009; Li i sar., 2011; 
Babaoglu Aydas i sar., 2013; Babić i sar., 2016). Tako su primenom DPPH metode metanolni 
ekstrakti vrste Plectonema boryanum i Scytonema sp. ispoljili veću antioksidativnu aktivnost 
u odnosu na pozitivnu kontrolu askorbinsku kiselinu (Suhail i sar., 2011), dok je za ekstrakte 
testiranih sojeva roda Synechocystis pri 150 ppm antioksidativna aktivnost bila uporediva sa 
sintetiĉkim antioksidantima BHA, BHT i -tokoferolom (Babaoglu Aydas i sar., 2013). 
Cijanobakterije reaguju na oksidativni stres putem stimulacije antioksidantnog sistema 
odbrane koji se sastoji iz enzimskih i neenzimskih mehanizama. Kljuĉni enzimi su superoksid 
dismutaza, katalaza, glutation reduktaza i askorbat peroksidaza, dok neenzimski mehanizmi 
ukljuĉuju jedinjenja poput askorbinske kiseline, redukovanog glutationa, tokoferola, 
karotenoida i fikocijanina (Guedes i sar., 2013). Dijetetski antioksidanti obuhvataju tri glavne 
grupe: vitamine (C i E), karotenoide i fenole, meĊu kojima su fenoli pokazali najveću in vitro 
antioksidativnu aktivnost (Freile-Pelegrin i Robledo, 2013).  
Polifenolna jedinjenja deluju na više naĉina: predajom H - atoma, direktnim 
„hvatanjem― slobodnih radikala, heliranjem prooksidativnih jona metala, aktiviranjem 
antioksidativnih enzima i inhibicijom prooksidativnih enzima (Veliĉković, 2013). Zbog svojih 
korisnih antioksidativnih svojstava, fenoli su klasifikovani u kategoriju ―potencijalnih 
funkcionalnih sastojaka‖ (Kaur i Das, 2011). Sintetiĉki antioksidanti koji se upotrebljavaju u 
prehrambenoj industriji - BHA, BHT, TBHQ i PG su po strukturnim karakteristikama takoĊe 
fenolna jedinjenja i njihova antioksidativna aktivnost je u tesnoj vezi sa strukturom 
(Veliĉković, 2013). 
Pojedini pigmenti cijanobakterija takoĊe mogu ispoljiti antioksidativnu aktivnost. 
Karotenoidi imaju vaţnu ulogu u uklanjanju ROS-a nastalih tokom fotosinteze, naroĉito 
singlet kiseonika. Ova jedinjenja mogu neutralisati radikale prenosom H-atoma ili 
prihvatanjem elektrona od radikala (Veliĉković, 2013). 
U biomasi spiruline je pokazana antioksidativna aktivnost fikobiliproteinskih 
pigmenata fikocijanina (C-PC) i alofikocijanina (APC) (Estrada i sar., 2001). Većina podataka 
koji se odnose na C-PC, koji ispoljava antioksidativnu i niz drugih bioloških aktivnosti, 
pretpostavlja njegovu aktivnost u prevenciji mnogih patoloških stanja uzrokovanih 
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oksidativnim stresom (Stadnichuk i Tropin, 2017). Pokazano je da C-PC hvata alkoksil, 
hidroksil i peroksil radikal, reaguje sa peroksinitritom (ONOO
-
) i hipohlornom kiselinom 
(HOCl) (cit. u Gantar i sar., 2003 ). Štaviše, Pokazano je da postoje razlike u agregaciji C-PC 
subjedinica koji je izolovan iz razliĉitih vrsta cijanobakterija (Spirulina sp. i Lyngbya sp.), i 
konstatovano da bi to moglo uticati na biohemijske osobine C-PC poreklom iz razliĉitih 
organizama (Gantar i sar., 2012). Tako su Gantar i sar. (2012) iz vrste Limnothrix sp. izolovali 
C-PC sa najmanjom prijavljenom molekulskom masom, koji je ispoljio antioksidativnu 
aktivnost na DPPH radikale sliĉnu kao prirodni antioksidant rutin. 
Za antioksidativnu aktivnost ovih organizama mogu biti odgovorne i polinezasićene 
masne kiseline, meĊu kojima se naroĉito istiĉe oleinska kiselina (Rodriguez-Garcia i Guil-
Guerrero, 2008; Plaza i sar., 2009). Fitohemikalije poput steroida, redukujućih šećera, 
kardijaĉnih glikozida, saponina, antrahinona i terpenoida, koje su takoĊe detektovane u 
cijanobakterijskim ekstraktima, bi mogle ispoljiti veliku dodatnu antioksidativnu aktivnost 
(Shalaby i Shanab, 2013; Sharathchandra i Rajashekhar, 2013). Pojedinaĉni antioksidanti u 
jednom sistemu mogu da deluju preko više mehanizama ili razliĉitim pojedinaĉnim 
mehanizmima, u zavisnosti od reakcionog sistema; zbog karakteristika antioksidanata i razlika 
u mehanizmima reakcije, pri odreĊivanju antioksidativne aktivnosti preporuĉuje se 
kombinacija razliĉitih testova (Ĉíţ i sar., 2010).  
 
 
2.5.4. Cijanobakterije kao potencijalni izvor antibakterijskih agenasa  
 
 
Kao rezultat brzog porasta infekcija izazvanih bakterijama rezistentnim na 
konvencionalne antibiotike, trenutno dostupni lekovi su efikasni kod samo jedne trećine 
infektivnih bolesti (Singh, 2011). Multi rezistentne bakterije koje izazivaju nozokomijalne 
infekcije, kao što su vankomicin-rezistentne enterokoke (VRE), meticilin-rezistentni 
Staphylococcus aureus (MRSA) i AmpC beta-laktamaza produkujuće Enterobacteriaceae 
postaju sve veći problem u kliniĉkoj praksi (Reinert i sar., 2007). Produkcija beta‐laktamaza 
koja se javlja kod nekih bakterija, kao što su Klebsiella spp. i Escherichia coli, ima za 
posledicu rezistenciju na cefalosporine treće generacije. Sa druge strane, kod vrste 
Acinectobacter spp. se javlja rastuća rezistencija na karbapeneme i kolistin, dok su 
Pseudomonas spp. rezistentni na aminoglikozide, karbapeneme i cefalosporine (Novaković, 
2015). Kao rezultat rastuće antibiotske rezistencije mikroorganizama, bolesti koje su se ranije 
lako leĉile postaju ozbiljan problem, koji iziskuje intenzivnu potragu za novim i efikasnijim 
antibakterijskim agensima. U prehrambenoj industriji takoĊe raste potreba za upotrebom 
prirodnih konzervanasa koji bi mogli zameniti sintetske aditive. 
Većina novih hemijskih entiteta prirodnog porekla koji su uvedeni na trţište kao 
lekovi tokom perioda od 1981-2002 god. se koristi za leĉenje kancera i infektivnih bolesti 
(Singh, 2011). Poslednjih decenija glavni fokus farmaceutskih istraţivanja prirodnih resursa 
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je bio usmeren na mikroorganizme (bakterije i gljive), i datira od perioda otkrića penicilina iz 
plesni vrste Penicillium notatum u prvoj polovini dvadesetog veka (Singh, 2011). Dosadašnja 
istraţivanja pokazuju da cijanobakterije predstavljaju izvanredan resurs antibakterijskih 
agenasa. U istraţivanju koje su sproveli Bhateja i sar. (2006) ekstrakt Anabaena sp. je ispoljio 
antibakterijsku aktivnost na vankomicin-rezistentan S. aureus pri izuzetno niskim 
koncentracijama, dok su Raveh i Carmeli (2007) iz Fischerella sp. izolovali jedinjenje koje je 
ispoljilo veću aktivnost na bakterijske vrste Bacillus subtilis i Staphylococcus albus u 
poreĊenju sa antibiotikom streptomicinom. MeĊutim, uprkos velikom potencijalu ovih 
organizama, do danas je iz njih strukturno okarakterisano svega nekoliko antibakterijskih 
jedinjenja, ukljuĉujući terpenoide, masne kiseline, fikobiliproteinske pigmente, fenole, 
egzopolisaharide. 
Iz vrste Nostoc commune su izolovana dva diterpenoida, pri ĉemu je efekat 
ekstracelularnog diterpenoida na neke bakterije bio sliĉan efektima antibiotika tetraciklina i 
hloramfenikola (Jaki i sar., 1999), dok je diterpenoid intracelularnog porekla na 
Staphylococcus epidermidis pokazao aktivnost sliĉnu hloramfenikolu (Jaki i sar., 2000). Iz 
vrste Microcoleous lacustris su takoĊe izolovana dva diterpenoida koja su ispoljila aktivnost 
na nekoliko testiranih bakterija (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Salmonella typhi i 
Vibrio cholerae) (Gutiérrez i sar., 2008). 
U istraţivanjima Najdenskog i sar. (2013), ekstrahovane masne kiseline svih testiranih 
cijanobakterija su pokazale antibakterijsku aktivnost. Kumar i sar. (2011) su na osnovu 
hemijske analize ekstrakata vrste Spirulina platensis ispoljenu antibakterijsku aktivnost 
takoĊe povezali sa masnim kiselinama. Antimikrobno dejstvo vrsta koje pripadaju rodu 
Spirulina se naroĉito povezuje sa prisustvom γ-linolenske kiseline i eikozana (Kumar i sar., 
2011), dok su palmitinska, linolna, oleinska i -linoleinska kiselina takoĊe opisane kao 
antimikrobni agensi cijanobakterija i mikroalgi (Plaza i sar., 2009).  
Kao potentni antibakterijski agensi identifikovani su i pigment C-fikocijanin izolovan 
iz vrsta S. platensis (Sarada i sar., 2011), Synechocystis sp. i Arthrospira fusiformis, ali i 
pigment fikoeritrin izolovan iz crvene mikroalge Porphyridium aerugineum (Najdenski i sar., 
2013). Štaviše, u istoj studiji je pokazano da su egzopolisaharidi cijanobakterija još jedna 
obećavajuća grupa antibakterijskih agenasa, pri ĉemu su egzopolisaharidi iz Gloeocapsa sp. 
delovali na sve testirane patogene i pokazali najveći antimikrobni potencijal (Najdenski i sar., 
2013). Kod nekoliko pripadnika roda Nostoc za antibakterijsku aktivnost su bila odgovorna 
fenolna jedinjenja (El-Sheekh i sar., 2006). 
Cijanobakterije produkuju i prirodne ciklofane. Umerenu antibakterijsku aktivnost su 
pokazali ciklofani izolovani iz sojeva roda Nostoc (Bui i sar., 2007), kao i  antrahinon i 
derivat indana iz soja N. commune EAWAG 122b (Jaki i sar., 2000). Studija iz 2016. godine 
(Dussault i sar., 2016) pokazuje da u antibakterijske agense cijanobakterija spadaju i 
malingamidi, antilatoksin B i laksaficini. Siderofore su takoĊe potencijalna jedinjenja za 
kontrolu patogena, i pronaĊena su kod razliĉitih rodova cijanobakterija (Silva-Stenico i sar.,  
 
 
 Tabela 3. Pregled podataka u literaturi o antibakterijskoj aktivnosti ekstrakata cijanobakterija
Vrsta bakterije 
Vrsta cijanobakterije  
ekstrakt  
Referenca 
Gram negativne 
bakterije 
Gram pozitivne 
bakterije 
Yersinia enterocolitica 
 
Synechocystis sp., Gloeocapsa sp. Najdenski i sar., 2013 
Pseudomonas aeruginosa 
 
Synechocystis sp., Gloeocapsa sp., Spirulina platensis, Gloeothece sp.,                         
Nostoc carneum, Nostoc muscorum, Nostoc puntiforme 
Ozdemir i sar., 2004; Kaushik i Chauhan, 2008; 
Guedes i sar., 2011; Najdenski i sar., 2013 
Salmonella typhimurium 
 
Synechocystis sp., Gloeocapsa sp., Spirulina platensis 
Ozdemir i sar., 2004; Kumar i sar., 2011;                    
Najdenski i sar., 2013 
Salmonella typhi 
 
Nostoc muscorum, Spirulina platensis El-Sheekh, 2006; Kaushik i Chauhan, 2008 
Escherichia coli 
 
Nostoc muscorum, Nostoc carneum, Nostoc punctiforme, Synechocystis sp.,                                
Gloeocapsa sp., Spirulina platensis, Gloeothece sp., 
Ozdemir i sar., 2004; El-Sheekh, 2006;                     
Kaushik i Chauhan, 2008; Guedes i sar., 2011;                      
Najdenski i sar., 2013 
Proteus vulgaris 
 
Spirulina platensis Ozdemir i sar., 2004 
 
Staphylococcus aureus 
Nostoc muscorum, Nostoc entophytum, Anabaena sp., Scytonema ocellatum, 
Aphanizomenon flos-aquae, Synechocystis sp., Gloeocapsa sp.,                                          
Spirulina platensis, Gloeothece sp. 
Ozdemir i sar., 2004; El-Sheekh, 2006;  Kaushik 
i Chauhan, 2008; Guedes i sar., 2011; Kumar i 
sar., 2011; Najdenski i sar., 2013 
 
Staphylococcus 
epidermidis 
Spirulina platensis Ozdemir i sar., 2004 
 
Streptococcus pyogenes Nostoc entophytum, Anabaena sp. Aphanizomenon flos-aquae, Gloeocapsa sp. Najdenski i sar., 2013 
 
Streptococcus faecalis Spirulina platensis Ozdemir i sar., 2004 
 
Bacillus subtilis 
Nostoc muscorum, Microcystis aeruginosa, Synechococcus elongatus,                       
Fischerella sp., Cylindrospermopsis raciborskii, Phormidium sp., S. platensis 
Ozdemir i sar., 2004; El-Sheekh, 2006;                          
Silva-Stenico i sar., 2011 
 
Bacillus cereus Nostoc muscorum, Gloeocapsa sp., Synechocystis sp., Anabaena sp. El-Sheekh, 2006; Najdenski i sar., 2013 
 
 
2011). Kod vrste S. platensis antibakterijsku aktivnost su pokazale isparljive komponente, od 
kojih su glavne bile heptadekan (39,70%) i tetradekan (34,61%) (Ozdemir i sar., 2004). 
Smatra se da je manja efikasnost konvencionalnih antibiotika na Gram negativne u 
poreĊenju sa Gram pozitivnim bakterijama povezana sa razlikama u strukturi ćelijskog zida. 
Naime, u sastav ćelijskog zida Gram negativnih bakterija pored ćelijske membrane ulazi i 
spoljašnja membrana izgraĊena iz lipopolisaharida, što oteţava penetraciju aktivnih jedinjenja 
(Ördög i sar., 2004). Dosadašnja istraţivanja ukazuju da cijanobakterije produkuju 
antibakterijske agense koji deluju na širok spektar bakterija, ukljuĉujući i Gram pozitivne i 
Gram negativne. Pregled dostupnih podataka u literaturi dat je u Tabeli 3. 
 
 
2.5.5. Cijanobakterije kao potencijalni izvor antikancerogenih agenasa 
 
 
Kancer spada u vodeće uzroke smrtnosti širom sveta. Brz porast incidence novih 
tipova kancera, kao i rezistentnost ćelija kancera prema trenutno dostupnim lekovima kao što 
su vinka alkaloidi i taksani, iziskuju intenzivnu potragu za novim i efikasnijim 
antikancerogenim agensima. Istraţivanja koja su sprovedena poslednjih decenija pokazuju 
izvanredan potencijal cijanobakterija u produkciji antikancerogenih jedinjenja razliĉitih 
hemijskih struktura i mehanizama delovanja. Do sada je iz cijanobakterija izolovano i 
strukturno okarakterisano nekoliko vaţnijih klasa ovih jedinjenja. Mnoga od njih ukazuju na 
ogroman kapacitet cijanobakterija da integrišu NRPS i PKS biosintetiĉke puteve, i za neke se 
smatra da imaju izuzetan potencijal u razvoju antikancerogenih agenasa.  
Kriptoficini su potentni antikancerogeni agensi pronaĊeni kod cijanobakterija. 
Kriptoficin 1, prvobitno izolovan iz soja Nostoc GSV224, je visoko potentni supresor 
dinamike mikrotubula koji blokira ćelije u G2/M fazi. Ovo jedinjenje ima IC50 od 5 pg/mL na 
KB ćelije humanog nazofaringealnog karcinoma i 3 pg/mL na LoVo ćelije humanog 
kolorektalnog karcinoma, što je 100-1000 puta snaţniji efekat od trenutno dostupnih 
antitumorskih lekova poput taksola ili vinblastina. TakoĊe pokazuje aktivnost prema 
adriamicin - rezistentanoj M 17 ćelijskoj liniji karcinoma dojke i DMS 273 ćelijskoj liniji 
karcinoma pluća. Postoji nekoliko analoga kriptoficina koji su prirodno izolovani ili hemijski 
sintetizovani. Dva analoga, kriptoficini 249 i 309, kod kojih je poboljšana stabilnost i 
rastvorljivost u vodi smatraju se kliniĉkim kandidatima druge generacije (Singh, 2011). 
Apratoksini su familija cikliĉnih lipopeptidnih metabolita cijanobakterija sa izuzetnim 
citotoksiĉnim efektom na ćelije kancera (Luesch i sar., 2001). Ova jedinjenja sadrţe dva 
poliketidna regiona koje razdvaja nekoliko aminokiselinskih ostataka, i tercijarnu butil grupu 
na jednom kraju molekula. Do sada je okarakterisano nekoliko apratoksina koji pokazuju 
zanimljive strukturne modifikacije, ukljuĉujući odsustvo N- ili C-metil grupe na razliĉitim 
poloţajima, dodatni PKS modul ili zamenu terminalnog prolinskog ostatka sa N-metil 
alaninom. Najsnaţniji apratoksini, A i F, ispoljavaju izuzetno niske IC50 na razliĉite ćelijske 
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linije humanih karcinoma, koje su u sluĉaju apratoksina A u opsegu od 0,36 do 0,52 nM u in 
vitro testovima (Luesch i sar., 2001). Ova jedinjenja mogu imati razliĉite efekate na ćelije 
kancera, ukljuĉujući targetiranje hit šok proteina 90 (Heat Shock Protein, HSP 90) (Shen i 
sar., 2009). 
Kod vrste Lyngbya majuscula otkriven je somocistinamid A, koji ispoljava in vitro 
antiproliferativnu aktivnost u pikomolarnim koncentracijama (Wrasidlo i sar., 2008). Po 
strukturi je lipopeptid sa dve karakteristiĉne N-metil enamid grupe. Smatra se da 
somocistinamid A deluje aktivacijom smrt-indukujućeg signalnog kompleksa u ćelijskim 
membranama, nakon ĉega se aktiviraju kaspaze 8 i 3, ĉime se indukuje spoljašnji put 
programirane ćelijske smrti (Nunnery i sar., 2010).  
Dolastatin 10, izolovan iz Symploca sp., je pentapeptid sa ĉetiri jedinstvene 
aminokiseline - dolavalin, dolaizoleucin, dolaprolin i dolafenin. Predstavlja snaţan 
antiproliferativni agens sa ED50 od 4,6 x 10
-5
 µg/mL, koji se vezuje za tubulin i utiĉe 
na sastavljanje mikrotubula u ćelijama. Ipak, kliniĉka ispitivanja su prekinuta zbog razvoja 
periferne neuropatije kod 40% pacijenata i nedostatka znaĉajne aktivnosti kod pacijenata sa 
hormonskim refraktornim metastatskim adenokarcinomom (Vaishampayan i sar., 2000). 
Analog dolastatina 10, TZT-1027 (auristatin PE ili soblidotin), se takoĊe pokazao efikasan na 
testiranim ćelijskim linijama. Dolastatin 15 je linearan peptid koji se direktno vezuje za mesto 
vinka alkaloida na tubulinu i blokira prelazak ćelijskog ciklusa u M fazu, i kod razliĉitih 
ćelijskih linija kancera ima ED50 od 2,4 x 10
-3
 µg/mL. Ipak, kliniĉka ispitivanja sa ovim 
jedinjenjem nisu preduzeta zbog strukturne sloţenosti, niskog sintetiĉkog prinosa i loše 
rastvorljivost u vodi (Singh, 2011).  
Bisebromoamid, otkriven kod Lyngbya sp., se odlikuje specifiĉnom strukturom jer šest 
od osam subjedinica poseduju neobiĉne strukturne karakteristike, ukljuĉujući pivalinsku 
kiselinu, bromovan tirozin, metilovan prolin, a-metil tiazolinski prsten, D leucin i 2-(1-okso-
propil) pirolidinski ostatak. Ovo jedinjenje ima proseĉnu IC50 od 40 nM na 39 ćelijskih linija 
kancera. Smatra se da je moguć mehanizam delovanja inhibicija fosforilacije ekstraćelijskim 
signalom regulisane kinaze (extracellular signal - regulated protein kinase, ERK) na koju 
deluje u submikromolarnim koncentracijama (Nunnery i sar., 2010).   
Koibamid A, jedinjenje otkriveno kod marinskih cijanobakterija panamskog ostrva 
Koiba poseduje strukturu peptida i sastoji se od velikog makrocikliĉnog prstena i linearnog 
dela koji se na amino-kraju lanca završava N, N-dimetil valinom, a karakteriše ga visok nivo 
N- i O-metilacije. Koibamid A pokazuje in vitro antiproliferativnu aktivnost na ćelije kancera 
u nanomolarnim koncentracijama (Medina i sar., 2008).  
Largazol, izolovan iz cijanobakterije Symploca sp., je tioestar koji nastaje integracijom 
PKS i NRPS. Ovo jedinjenje deluje na nekoliko ćelijskih linija, ukljuĉujući MDA-MB-231, 
NMuMG i U2OS, u nanomolarnim koncentracijama. Smatra se da targetira histon deacetilaze 
(HDAC) (Taori i sar., 2008). 
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Antikancerogena aktivnost je takoĊe registrovana i kod fikobiliproteinskog pigmenta 
C-fikocijanina (C-PC), taĉnije njegove -subjedinice. Rekombinantna -subjedinica ovog 
pigmenta, testirana na ĉetiri ćelijske linije ispoljila je visok stepen inhibicije proliferacije i 
indukciju apoptotoze. Pokazano je da rekombinantni protein interaguje sa membranski-
vezanim -tubulinom i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazom (GAPDH), pri ĉemu se nivo 
GAPDH u jedru znaĉajno smanjuje. Ova svojstva ukazuju da C-PC/ moţe biti obećavajuća u 
prevenciji kancera ili kao terapeutski agens (Wang i sar., 2007). 
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2.6. CIJANOBAKTERIJE U ISHRANI LJUDI I TRADICIONALNOJ MEDICINI 
 
 
Visoko kaloriĉna hrana u kombinaciji sa modernim ţivotnim stilom dovodi do 
zdravstvenih problema kao što su gojaznost, srĉana oboljenja, dijabetes, itd. Potreba za 
prehrambenim proizvodima koji mogu da poboljšaju zdravlje obogaćivanjem ishrane 
supstancama poput vitamina, minerala, polinezasićenih masnih kiselina i antioksidanata, 
dovela je do razvoja brzorastućeg trţišta funkcionalne hrane (Kaur i Das, 2011). Funkcionalni 
sastojci se stoga definišu kao standardizovani preparati, frakcije ili ekstrakti koji sadrţe 
bioaktivna jedinjenja promenljive ĉistoće, koje proizvoĊaĉi koriste kao sastojke funkcionalne 
hrane (Diplock i sar., 1999). S obzirom na generalnu odbojnost potrošaĉa prema sintetiĉkim 
supstancama, od naroĉitog interesa su supstance prirodnog porekla.   
Iako se u literaturi navode brojne vrste mikroalgi kao izvor bioaktivnih jedinjenja 
pogodnih za upotrebu kao sastojaka funkcionalne hrane (Plaza i sar., 2008; Freile-Pelegrin i 
Robledo, 2013), konzumacija biomase mikroalgi je ograniĉena na svega mali broj taksona od 
kojih su komercijalno najznaĉajniji rodovi Chlorella (Chlorophyta) i Spirulina. 
Cijanobakterije se vekovima koriste u ishrani ljudi ili u medicinske svrhe u azijskim, afriĉkim 
i zemljama Juţne Amerike (Yang, 2011). Pored roda Spirulina, cijanobakterije roda Nostoc i 
Anabaena se takoĊe koriste u odreĊenim delovima sveta, dok se u nekim zemljama koriste i 
rodovi Chroococcus, Phormidium, Phylloderma (Svirĉev, 2005; Gantar i Svirĉev, 2008). 
Rod Spirulina (Slika 11) je dugo vremena imao nestabilan poloţaj u  filogenetskom 
stablu. Prema novijoj klasifikaciji koja se zasniva najviše na molekularnim filogenetskim 
analizama, smešten je u novi red Spirulinales koji karakterišu tipiĉni, pravilno uvijeni trihomi 
bez omotaĉa, i ima karakteristiĉnu citologiju i ekologiju. Kako se komercijalno vaţna vrsta 
Spirulina platensis veoma razlikuje prema svim filogenetskim i citološkim kriterijumima, ona 
ne pripada ovom redu i klasifikovana je u rod Arthrospira (Oscillatoriales, Microcoleaceae) 
(Komárek i sar., 2014). Ipak, ova vrsta se u literaturi i dalje ĉesto navodi kao Spirulina 
(Arthrospira) platensis. 
Sa ekonomskog aspekta, dve najznaĉajnije vrste roda Spirulina su S. platensis i S. 
maxima, koje imaju dugu istoriju upotrebe u ishrani u Africi i Juţnoj Americi. Domoroci oko 
jezera Ĉad u Africi vekovima sakupljaju spirulinu iz prirodnih staništa (Slika 12) i koriste kao 
svakodnevnu namirnicu tekuitlatl, dok je plemena oko alkalnih jezera u Meksiku koriste za 
spravljenje kolaĉa dihé (Svirĉev, 2005). Vrsta Spirulina (Arthrospira) platensis se kultiviše 
širom sveta i koristi kao dijetetski suplement. Biomasa spiruline je komercijalan izvor 
razliĉitih bioaktivnih metabolita, ukljuĉujući γ-linolensku kiselinu, D vitamin, β-karoten i  
pigment fikocijanin. Sa sadrţajem proteina do 72% suve biomase (Çelekli i sar., 2016), vrsta 
S. platensis predstavlja najbogatiji izvor proteina u odnosu na sve fotosintetiĉke organizme. 
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                       Slika 11. Spirulina sp.                         Slika 12.  Sakupljanje spiruline iz jezera                                                        
                (http://earthrise.com/spirulina)                    (www.spirulinasource.com/spirulina) 
 
 
TakoĊe ima najveći sadrţaj vitamina B12 u poreĊenju sa bilo kojim izvorom biljne ili 
ţivotinjske hrane, a u poreĊenju sa zelenim algama, spanaćem i jetrom, najbogatiji je izvor 
provitamina A, vitamina E, tiamina, biotina i inozitola (cit. u Gantar i Svirĉev, 2008). 
Eksperimenti in vivo i in vitro ukazuju da je Spirulina efikasna u leĉenju alergija, 
anemije, kancera, hepatotoksiĉnosti, virusnih i kardiovaskularnih bolesti, hiperglikemije, 
hiperlipidemije, imunodeficijencije, inflamatornog procesa, utiĉe na smanjenje nivoa 
holesterola u krvi i nefrotoksiĉnosti izazvanom farmaceuticima i toksiĉnim metalima, i pruţa 
zaštitu od štetnih efekata zraĉenja (cit. u Colla i sar., 2007; cit. u Kepekçi i Saygideger, 2012). 
Neke od navedenih aktivnosti se pripisuju masnim kiselinama, karotenoidima, -tokoferolu, 
C-fikocijaninu i fenolnim jedinjenjima (Kepekçi i Saygideger, 2012). Zaštita od kancera i 
starenja se pripisuje komponentama koje imaju antioksidativnu aktivnost, ukljuĉujući -
karoten. Schwartz i Shklar (1987) su pokazali da je na regresiju kancera kod hrĉka ekstrakt 
spiruline delovao efikasnije u poreĊenju sa samim -karotenom i zakljuĉili da je moguć 
sinergistiĉki efekt komponenata ekstrakta, jer je dokazano da i druge komponente pored -
karotena imaju odluĉujuće delovanje u inhibiciji oksidacije (Miranda i sar., 1998). γ-
linolenska kiselina koja je u biomasi vrsta roda Spirulina prisutna u visokom procentu se u 
ljudskom organizmu lako konvertuje u arahidonsku kiselinu, a zatim u prostaglandin E2, koji 
utiĉe na smanjenje krvnog pritiska, dok visok sadrţaj linolne kiseline stimuliše sintezu 
prostaglandina E1, hormona koji utiĉe na nivo holesterola u krvi (Thajuddin i Subramanian, 
2005). Postoje istraţivanja koja ukazuju i na prebiotiĉki efekat spiruline povećanjem stope 
rasta laktobacila 10 puta u odnosu na kontrolu (Pulz i Gross, 2004). Kako je ekstrakcija 
supstanci u ĉistom obliku skup proces, direktna konzumacija spiruline kao nutraceutika je 
odrţiva alternativa (Colla i sar., 2007), a  naroĉito je interesantna mogućnost inkorporacije 
celokupne biomase u hranu (Danesi i sar., 2002). Tako  se na trţištu širom sveta mogu naći 
razliĉiti prehrambeni proizvodi koji sadrţe biomasu spiruline. Biomasa spiruline ima veliki 
potencijal i kao matriks za proizvodnju farmaceutika koji sadrţe selen i jod  (Chen i sar., 
2006; cit. u Rodrigues i sar., 2010).  
Vrsta S. platensis je pogodna za proizvodnju biomase zbog visoke stope rasta, lake 
kontrole procesa obrade i izdvajanja biomase, sposobnosti da raste na alkalnom i hiperslanom 
 Doktorska disertacija          Dajana Kovač 
 
38 
 
medijumu, redukovanim rizicima od razvoja kontaminacije i otpornosti na nepovoljne ili 
suboptimalne uslove (Rodrigues i sar., 2010). Interes za kultivaciju ove cijanobakterije je sve 
veći i proizvodnja biomase namenjene za ljudsku ishranu na svetskom nivou iznosi preko 
1000 t godišnje (Kepekçi i Saygideger, 2012). Većina istraţivanja S. platensis fokusirana su 
na proizvodnju antioksidanata, ukljuĉujući C-fikocijanin, karotenoide i polinezasićene masne 
kiseline, i kultivaciju u cilju povećanja prinosa biomase pod optimizovanim uslovima (cit. u 
Kepekçi i Saygideger, 2012).  
Osim spiruline, i druge cijanobakterije se koriste u ishrani. Kao pripadnici familije 
Nostocaceae, rodovi Nostoc i Anabaena su heterocistne cijanobakterije sa negranatim 
izopolarnim ili heteropolarnim filamentima koji obrazuju akinete, ĉesto u serijama (Komárek 
i sar., 2014). Vrste roda Nostoc su široko rasprostranjene u vodi i izvan nje. Kod nekih vrsta, 
kolonije se mogu videti samo mikroskopom, dok kod drugih dostiţu masu od nekoliko kg i 
obavijene su gustim galertnim omotaĉem (Blaţenćić, 2008). Neke vrste su deo tradicionalne 
ishrane s obzirom da formiraju ţelatinozne globule (Slika 13 i 14) koje se lako sakupljaju iz 
jezera. Potraţnja na trţištu za vrstama N. flagelliforme i N. commune var. sphaeroides Kützin 
koje se koriste u ishrani znatno premašuje zalihe, dajući ovim cijanobakterijama veliku 
ekonomsku vrednost (Yu, 2009; Ma i sar., 2015).  
Nostoc flagelliforme je terestriĉna vrsta koja se u Kini koristi kao hrana preko 2000 
godina. Istraţivanja su pokazala da topli vodeni ekstrakti ove vrste imaju antitumorsku 
aktivnost, dok izolovan kiseli polisaharid nostoflan poseduje izvanredan antiviralni efekat na 
razliĉite viruse sa omotaĉem, ukljuĉujući HSV-1, Humani citomegalovirus i virus influence A 
(Yu i sar., 2009). Vrsta Nostoc commune var. sphaeroides Kützin ima dugu istoriju upotrebe u 
Kini i Peruu gde se koristi u ishrani i tradicionalnoj medicini - kod groznice, inflamacije, 
razliĉitih bolova, teških poroĊaja, noćnog slepila, hroniĉnog umora i za poboljšanje varenja 
(Yang, 2011; Williams, 2012; Ma i sar., 2015). Istraţivanje u kojem je pokazano da ekstrakt 
lipida ove vrste moţe da inhibira biosintezu holesterola i lipogenezu in vitro, kao i istraţivanje 
na miševima u ĉiju je hranu inkorporirana ova cijanobakterija ukazuju na ateroprotektivni 
potencijal i da moţe biti kandidat za alternativno leĉenje hiperholesterolemije (Yang, 2011). 
Ekstrakti ove cijanobakterije takoĊe pokazuju znaĉajne "skevindţer" efekte na superoksid i 
hidroksil slobodne radikale, kao i antioksidativna svojstva (Ma i sar., 2015). U istraţivanju 
koje su sproveli Li i sar. (2007) izuzetan antioksidativni potencijal i visok sadrţaj fenola meĊu 
testiranim cijanobakterijama je otkriven kod soja Nostoc ellipsosporum CCAP, ukazujući na 
potencijalan bogat izvor prirodnih antioksidanata. Vrsta Nostoc punctiforme (jezerska šljiva) 
formira krupne loptaste kolonije od kojih lokalno stanovništvo u Kini, Mongoliji i Andima 
pravi hranu, dok se vrsta N. verrucosum konzumira kao specijalitet na Tajlandu (Svirĉev, 
2005).  
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2.7. CIJANOBAKTERIJE U ISHRANI ŽIVOTINJA 
 
 
Alge se generalno ne smatraju esencijalnim izvorom hrane za ţivotinje zbog velike 
koliĉine potrebne biomase, ali ĉak i kada se koriste u malim koliĉinama, pripisuju im se 
svojstva kao što su imunostimulatorna aktivnost, pozitivan efekat na funkcije creva, 
metabolizam lipida, povećanje otpornosti na stres i sl. (Shields i Lupatsch, 2012). Nutritivnim 
procenama je pokazano da je biomasa algi pogodna kao vredan dodatak hrani za ţivotinje ili 
zamena za konvencionalne izvore proteina (sojina saĉma, obrok od ribe i dr.). Ciljna grupa je 
ţivina jer ukljuĉivanje biomase mikroalgi u porcije ţivine ima najveću perspektivu za 
komercijalnu upotrebu (Becker, 2007) i sa inkorporacijom od 5-10% mogu se koristiti kao 
delimiĉna zamena za konvencionalne proteine (Spolaore i sar., 2006). Kod koka nosilja 
mikroalge mogu posluţiti kao gotovo jedini izvor proteina, i u nekoliko zemalja su zvaniĉno 
odobrene kao hrana za piliće (Gouveia i sar., 2008). Od cijanobakterija, spirulina se koristi 
kao dodatak hrani u industriji ţivine (Hasan i Chakrabarti, 2009), ali i kod drugih vrsta 
ţivotinja: psi, maĉke, akvarijumske ribice, ukrasne ptice, konji, krave i priplodni bikovi 
(Mostafa, 2012). S obzirom na veliki potencijal za ovo trţište, nekoliko kompanija (Aurora 
Algae, MBD, Cellana) je preusmerilo svoj fokus sa proizvodnje biodizela iz mikroalgi na 
proizvodnju visokovrednih proizvoda poput n3 masnih kiselina i biomase bogate proteinima 
kao hrane za ţivotinje  (AdarmeVega i sar., 2012).  
Mikroalge i cijanobakterije su izvor hrane i dijetetskih suplemenata u komercijalnom 
uzgoju vodenih organizama, što nije iznenaĊujuće s obzirom na ĉinjenicu da su kao primarni 
producenti u vodenim ekosistemima prva karika u lancu ishrane ovih organizama. Vrste roda 
Spirulina se ĉesto inkorporiraju u hranu za ukrasne ribe, kod kojih su obojenost i zdrav izgled 
glavni trţišni kriterijumi (Shields i Lupatsch, 2012). Spirulina se koristi kao aditiv u japanskoj 
industriji uzgoja ribe, sa inkorporacijom od 0,5-2,5%, pri ĉemu su utvrĊeni benefiti poput 
povećane stope rasta, povećanog kvaliteta krljušti i boje, veće stope preţivljavanja, smanjenih 
zahteva za lekovima i smanjenja otpada u efluentima (Hasan i Chakrabarti, 2009). U studiji u 
Slika 14. Narandţaste kolonije N.  pruniforme sa 
dominacijom karotenoida, koje se prodaju kao hrana 
(http://cfb.unh.edu/phycokey) 
Slika 13. Kolonije Nostoc pruniforme   
(http://cfb.unh.edu/phycokey) 
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kojoj je mlaĊ riba razliĉitih vrsta hranjena sa 10% suve biomase spiruline, kod svih vrsta je 
zabeleţena povećana specifiĉna stopa rasta (Ayyappan i sar., 1991). Kod mlaĊi indijskog 
šarana je sa povećanjem procenta S. platensis u hrani rasla i stopa rasta, dok su jesetre 
hranjene obrocima zasnovanim na spirulini ĉak nadmašile one koje su dobijale hranu na bazi 
ribe. Sa druge strane, kod mlaĊi tilapije, dodatak spiruline u hranu je usporio rast (cit. u 
Shields i Lupatsch, 2012). Na osnovu nutritivnih i toksikoloških procena, pokazano je da bi 
npr. i cijanobakterijski soj Phormidium valderianum BDU 30501 mogao da posluţi kao 
kompletan izvor hrane u akvakulturi (Thajuddin i Subramanian, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Doktorska disertacija          Dajana Kovač 
 
41 
 
2.8. TOKSINI CIJANOBAKTERIJA I DETEKCIJA TOKSIĈNIH SOJEVA 
 
 
Toksini cijanobakterija (cijanotoksini) predstavljaju jedan od glavnih problema koji 
ograniĉavaju biotehnološku primenu biomase cijanobakterija. Cijanotoksini su biohemijski i 
funkcionalno raznovrsna grupa fiziološki aktivnih jedinjenja, koja je prema naĉinu delovanja, 
odnosno prema tipu toksiĉnosti koji izaziva kod ljudi i ţivotinja, podeljena u 4 klase (cit. u 
Simeunović, 2009): 
 
 Hepatotoksini - mikrocistini, nodularini i cilindrospermopsin;  
 Neurotoksini - anatoksini i saksitoksini; 
 Dermatotoksini - aplaziatoksini i lingbiatoksin;  
 Lipopolisaharidni endotoksini (LPS) - iritirajući toksini. 
 
Dejstvo hepatotoksina se zasniva na inhibiciji enzima serin-treonin protein fosfataza, 
zbog ĉega u ćelijama dolazi do poremećaja u balansu izmeĊu procesa fosforilacije i 
defosforilacije, što rezultira hiperfosforilacijom proteina. Zbog poremećenog balansa 
fosfatnih grupa na proteinima citoskeleta, ovi toksini izazivaju kolaps citoskeleta, hepatociti 
se deformišu i razvlaĉe, kao i ćelije kapilara, što dovodi do oslobaĊanja krvi koja se nakuplja 
u jetri i dolazi do smrti usled krvarenja. Mikrocistini su takoĊe oznaĉeni i kao promoteri 
karcinoma (cit. u Simeunović, 2009). 
Kada su u pitanju neurotoksini, anatoksina–a kod ptica i sisara deluje tako što se na isti 
naĉin kao neurotransmiter acetilholin ireverzibilno vezuje za nikotinski acetilholinski 
receptor, što vodi do prekomerne stimulacije mišićnih ćelija (Wiegand i Pflugmacher, 2005). 
Smatra se da je anatoksin-a (S), koji ireverzibilno inhibiše enzim acetilholinesterazu, 10 puta 
potentniji u odnosu na anatoksin-a (cit. u Simeunović, 2010). 
 Dermatotoksini aplaziotoksin i debromoaplaziotoksin su takoĊe oznaĉeni kao 
inicijatori tumora i aktivatori enzima proteinkinaza, dok i lipopolisaharidni endotoksini mogu 
delovati kao promoteri tumora (cit. u Simeunović, 2010). Sa druge strane, BMAA (β-N-
metilamino-L-alanin), neurotoksiĉna, neproteinska aminokiselina koju produkuju razliĉite 
vrste cijanobakterija (Banack i sar., 2007; Lawton i Edwards, 2008) se povezuje sa 
neurodegenerativnim bolestima (amiotrofiĉna lateralna skleroza/kompleks Parkinsonove 
bolesti, ALS/PDC).  
Procenjeno je da meĊu 150 poznatih rodova cijanobakterija, toksine produkuje 40 
rodova (Apeldoorn i sar., 2007). MeĊutim, u okviru jedne vrste cijanobakterija, neki sojevi 
mogu produkovati razliĉite tipove toksina, dok ostali mogu biti netoksiĉni (Rapala i Lahti, 
2002). S obzirom da je produkcija toksina strogo specifiĉno svojstvo soja koje je genetiĉki 
odreĊeno, potencijalno toksiĉnim se smatraju svi sojevi koji poseduju gene za kodiranje 
sinteze odreĊenih toksina. Produkcija cijanotoksina, kao produkata sekundarnog metabolizma, 
zavisi i od starosti kulture, sastava podloge, prisustva vezanog azota, a pre svega od prisustva 
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stresogenih faktora koji mogu da se manifestuju kao nagla promena pH vrednosti, 
temperature, svetlosti, itd. (cit. u Simeunović, 2009).  
Na osnovu hemijske strukture, cijanotoksini se mogu podeliti na tri grupe (Codd i sar., 
2005):  
 
 Cikliĉni peptidi (mikrocistini i nodularin);  
 Alkaloidi (anatoksini, saksitoksini, cilindrospermopsin, aplaziatoksin i 
lingbiatoksin);  
 Lipopolisaharidi (lipopolisaharidni endotoksini).  
 
Za analizu cijanotoksina koriste se analitiĉke, bioanalitiĉke i molekularne metode i 
bioseji (Koreiviene i Belous, 2012). Moderne metode, kao hemijski specifiĉne, ne odreĊuju 
ukupnu toksiĉnu potentnost analiziranog uzorka. Naime, strukturna raznolikost cijanotoksina 
je velika zbog prisustva strukturnih analoga, kojih je u sluĉaju mikrocistina identifikovano 
preko 150 (Miles i sar., 2014). Osim toga, cijanobakterije produkuju i druge toksiĉne 
metabolite - neurotoksiĉni jamajkamid (Jones i sar., 2009), hoiamide i antilatoksin (Nunnery i 
sar., 2010), BMAA (Banack i sar., 2007; Lawton i Edwards, 2008), isparljiva jedinjenja i 
masne kiseline (cit. u Blaha i sar., 2009). Kako su moderne metode za analizu cijanotoksina 
hemijski specifiĉne, za detekciju ukupne toksiĉnosti sojeva su predloţeni bioeseji (Maršalek i 
Blaha, 2004), koji su takoĊe vaţni za procenu nivoa toksiĉnosti nepoznatih cijanotoksina 
(Koreiviene i Belous, 2012). Naime, ukoliko se bioesej koristi u kombinaciji sa nekom 
drugom metodom u kojoj se ne registruju poznati cijanotoksini, a na test organizmu se 
detektuje toksiĉnost, moţe se konstatovati prisustvo nepoznatih toksina (Torokne i sar., 2007; 
Frazao i sar., 2010).  
Za detekciju cijanotoksina prvenstveno su korišćeni bioeseji sa miševima, ali zbog 
etiĉkih i drugih ograniĉenja postojala je potreba da se pronaĊu alternative. Za skrining 
toksiĉnosti cijanobakterija obiĉno se koriste bioeseji sa raĉićima vrste Artemia salina ili 
Daphnia spp. (Hisem, 2011). Kako ne postoji bioesej kojim se sa sigurnošću mogu 
detektovati svi cijanotoksini (Agrawal i sar., 2012), preporuĉuje se kombinacija nekoliko 
bioeseja. Za procenu zdravstvenog rizika takoĊe se predlaţe i korišćenje in vitro sisarskih 
ćelija (Hisem, 2011). Iako bi upotreba ćelijskih linija sisara mogla zameniti bioeseje na 
ţivotinjama, potrebno je mnogo istraţivanja pre nego što se usvoji univerzalna ćelijska linija 
za sve poznate cijanotoksine (Agrawal i sar., 2012).  
Za detekciju toksiĉnih sojeva cijanobakterija se takoĊe koriste i biohemijski eseji koji 
se zasnivaju na inhibiciji enzima. S obzirom da mikrocistini i nodularini inhibišu protein 
fosfataze (PP1 i PP2A) (Simeunović, 2009), esej inhibicije protein fosfataze je pokazan kao 
osetljiv skrining metod za ove cijanotoksine (Agrawal i sar., 2012), i obiĉno se primenjuje pre 
detaljnije identifikacije posebnim analitiĉkim tehnikama (Simeunović, 2009). Bioeseji za 
neurotoksine se zasnivaju na inhibiciji enzima acetilholinesteraze (AChE). U pitanju je 
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osetljiva metoda koja trenutno predstavlja jedinu alternativu za bioesej na miševima za 
detekciju anatoksina. MeĊutim, esej nije selektivan, jer moţe da detektuje i druge toksiĉne 
supstance kao što su organofosforni pesticidi (Agrawal i sar., 2012). 
Cijanotoksini mogu imati i potencijalnu farmaceutsku primenu (Simeunović, 2009; 
Priyadarshani i Rath, 2012). S obzirom na specifiĉnost delovanja mikrocistina na PP1 i PP2A, 
ovi toksini se mogu primeniti npr. i kao probe u istraţivanjima i identifikaciji ćelijskih 
procesa u kojima su glavni akteri protein fosfataze (Simeunović, 2009). Sa druge strane, 
toksini koji deluju kao inhibitori enzima AChE bi se mogli primeniti u leĉenju Alchajmerove 
bolesti, tako da je potraga za ovim jedinjenjima fokusirana na skrining razliĉitih prirodnih 
izvora, ukljuĉujući cijanobakterije (Zelík i sar., 2009).  
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2.9. VIŠEKRITERIJUMSKA ANALIZA KAO METOD ZA PROCENU 
CIJANOBAKTERIJSKIH SOJEVA SA NAJVEĆIM BIOTEHNOLOŠKIM 
POTENCIJALOM  
 
 
Višekriterijumska analiza omogućava donošenje odluke u konfliktnim uslovima, kada 
postoji više alternativa i kriterijuma, od kojih neke treba maksimizirati, a neke minimizirati. 
MeĊu najĉešće korišćenе metodе višekriterijumske analize spadaju Analitiĉki hijerarhijski 
proces (AHP) (Saaty, 1980) i Aditivni metod (SAW - Simple Additive Weighting) (Hwang i 
Yoon, 1981). AHP se koristi za odreĊivanje teţina kriterijuma od interesa za problem 
odluĉivanja – u ovom sluĉaju produkcije odreĊenih metabolita i biomase, dok se SAW koristi 
za finalno rangiranje alternativa - u ovom sluĉaju cijanobakterijskih sojeva sa najvećim 
biotehnološkim potencijalom. OdreĊivanje teţina kriterijuma je sloţen posao, jer se odluke 
zbog nemogućnosti kvantifikacije ĉesto donose na osnovu kvalitativnih podataka ili, još 
ĉešće, u kombinaciji sa postojećim kvantitativnim podacima. Interdisciplinarnost se 
podrazumeva, jer samo jedna struka ne moţe pruţiti sve neophodne inpute za sveobuhvatnu 
analizu. AHP se pokazao kao pouzdana i nauĉno dokazana podrška u individualnom i 
grupnom donošenju odluka u poslovima upravljanja prirodnim resursima, alokaciji resursa, 
rangiranjima i dr. Prema merodavnim izvorima u nauĉnim ĉasopisima i na osnovu drugih 
saznanja, AHP se u svetu koristi znatno više od drugih metodologija iste namene. S obzirom 
da je AHP zasnovan na individualnom (subjektivnom) mišljenju donosioca odluke, o 
problemu odluĉivanja uvek je bolje odluku donositi u grupnom kontekstu, jer se na taj naĉin 
smanjuje opasnost od pogrešne procene, problemu se pristupa iz razliĉitih perspektiva koje su 
zasnovane na razliĉitim znanjima i iskustvima donosilaca odluka, i na kraju, donesena odluka 
ima veći legitimitet da bude sprovedena u delo (Blagojević, 2015). Iako standardni AHP 
podrazumeva formiranje hijerarhije problema odluĉivanja i vrednovanje elemenata po 
nivoima hijerarhije, ĉest je sluĉaj da postoji samo jedan nivo odluĉivanja i tada se odluka 
(vektor teţina kriterijuma) dobija na osnovu jedne matrice poreĊenja. Pri donošenju grupne 
odluke u cilju odabira sojeva sa najvećim biotehnološkim potencijalom, mogu se direktno 
porediti kriterijumi u odnosu na cilj i na taj naĉin definisati njihove teţine. Nakon toga, 
pomoću metoda SAW se bira najbolja alternativa. U tom sluĉaju, ulazni podaci za ovaj metod 
predstavljaju teţine kriterijuma dobijene metodom AHP i performanse alternativa (sojeva) 
dobijene laboratorijskim analizama. 
 
 
2.9.1. Analitiĉki hijerarhijski proces (AHP) 
 
 
Metod AHP je "analitiĉki" i "hijerarhijski" jer donosilac odluke razlaţe sloţen 
problem odluĉivanja na više elemenata odluĉivanja izmeĊu kojih uspostavlja hijerarhiju. 
Hijerarhija problema odluĉivanja ima nekoliko nivoa, pri ĉemu se na vrhu hijerarhije nalazi 
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cilj, sledeći nivo sadrţi kriterijume, dok se na dnu nalaze alternative (Slika 15). Ovakva 
hijerarhijska postavka se odnosi na standardan problem odluĉivanja, ali su ĉesti sluĉajevi kada 
hijerarhija ima dva nivoa i tada se ispod cilja nalaze jedino kriterijumi ili alternative 
(Blagojević, 2015).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 15. Hijerarhija problema odluĉivanja 
 
 
Posle formiranja hijerarhije donosilac odluka poredi u parovima elemente na datom 
nivou hijerarhije u odnosu na sve elemente na višem nivou, kako bi se odredio njihov 
meĊusobni znaĉaj. U standardnom AHP elementi se porede davanjem lingvistiĉkih 
(semantiĉkih) ocena meĊusobnog znaĉaja u odnosu na element na višem nivou hijerarhije 
pomoću osnovne skale iz Tabele 4 (Saaty, 1980). 
 
 
                           Tabela 4. Satijeva skala relativnog znaĉaja (Saaty, 1980) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kada donosilac odluka na datom nivou hijerarhije vrednuje n elemenata odluĉivanja u 
odnosu na nadreĊeni element prema skali iz Tabele 4, njegove semantiĉke ocene prema 
definicijama iz leve kolone se brojĉano prikazuju vrednostima iz desne kolone i unose u 
kvadratnu matricu A. Matrica je pozitivna i reciproĉna (simetriĉna u odnosu na glavnu 
dijagonalu); drugim reĉima, elementi iz gornjeg su reciproĉni elementima iz donjeg trougla, a 
elementi na glavnoj dijagonali jednaki su 1 (aij=1/aji, za svako i i j; aii=1 za svako i). 
 
 
Definicija Brojĉana vrednost 
Isti znaĉaj 1 
Slaba dominantnost 3 
Jaka dominantnost 5 
Vrlo jaka dominantnost 7 
Apsolutna dominantnost 9 
(MeĊuvrednosti) (2,4,6,8) 
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Za odreĊivanje teţina poreĊenih kriterijuma na osnovu brojĉanih vrednosti iz matrice 
A  korišćen je metod sopstvenih vrednosti, koji je predloţen od autora metoda (Saaty, 1980). 
Grupne teţine kriterijuma dobijene su objedinjavanjem individualnih ocena (aggregation of 
individual judgments - AIJ) (Ramanathan i Ganesh, 1994; Forman i Peniwati, 1998). Kod 
metoda AIJ, grupna matrica se generiše geometrijskim osrednjavanjem individualnih ocena 
ĉlanova grupe. Nakon odreĊivanja grupne matrice, grupni vektor prioriteta se dobija metodom 
sopstvenih vrednosti. 
 
 
2.9.2. Aditivni metod (SAW – simple additive weighting) 
 
 
SAW je jednostavan višekriterijumski metod koji se direktno primenjuje na matricu 
odluĉivanja R. Svaki red matrice odgovara jednoj alternativi, a svaka kolona jednom 
kriterijumu, element rij predstavlja rejting (performansu) alternative Ai u odnosu na kriterijum 
Cj. Za m kriterijuma (C1, C2, ..., Cm) i n alternativa (A1, A2, ..., An), matrica R ima oblik (2), a 
vrednosti (w1,w2,...,wm), upisane iznad matrice, predstavljaju teţinske vrednosti kriterijuma, 
definisane grupnom primenom AHP-a.  
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Zbog jednostavnosti izlaganja, obiĉno se usvaja da su svi kriterijumi maksimizacioni 
ili minimizacioni. Kao što je poznato, minimizacioni kriterijumi se lako konvertuju u 
maksimizacione zamenom znaka rejtinga ili uzimanjem njihovih reciproĉnih vrednosti 
(SrĊević i sar., 2002). Ovde su minimizacioni kriterijumi konvertovani u maksimizacione 
uzimanjem reciproĉnih vrednosti rejtinga. Metod SAW se sastoji iz tri koraka: 1) 
normalizacija rejtinga radi uporedivosti, 2) primena teţinskih vrednosti kriterijuma na 
normalizovane rejtinge i 3) sabiranje oteţanih rejtinga za svaku alternativu. Nakon 
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normalizacije (primenom relacije (3)), za svaku alternativu izraĉunava se ukupna vrednost-
utility u odnosu na sve kriterijume - relacija (4).  
 
1
n
1i
ijijij )r(rx


                                                                                                                                                           (3) 
ij
m
1j
ji xwS 

 , i=1,...., n                                                                                                                                               (4) 
 
Najbolja alternativa je sa maksimalnom vrednošću Si  (SrĊević i sar., 2002). 
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3. CILJEVI 
 
 
S obzirom na generalnu odbojnost potrošaĉa prema sintetiĉkim supstancama, pri ĉemu 
se za mnoge takoĊe vezuju negativni efekti, poslednjih godina su aktuelna istraţivanja 
razliĉitih izvora prirodnih koloranata, antioksidanata, antibakterijskih i antikancerogenih 
agenasa, kao i drugih jedinjenja sa zdravstveno korisnim efektima. Cijanobakterije 
(modrozelene alge) su identifikovane kao jedna od najperspektivnijih grupa organizama za 
izolaciju novih i biološki aktivnih prirodnih produkata. Ipak, ovi mikroorganizmi su još uvek 
slabo istraţeni, dok veću komercijalnu upotrebu ograniĉavaju toksini koji se mogu naći u 
biomasi, skupa tehnologija i generalno nizak prinos biomase. Iz navedenih razloga opšti cilj је 
utvrĊivanje biotehnološkog potencijala deset autohtonih cijanobakterijskih sojeva. Realizacija 
opšteg cilja biće ostvarena kroz nekoliko specifiĉnih ciljeva: 
 
 
 Ispitivanje produkcije biomase i sadrţaja fikobiliproteinskih pigmenata autohtonih 
filamentoznih azotofiksirajućih i neazotofiksirajućih sojeva cijanobakterija primenom 
razliĉitih uslova kultivacije; 
 
 OdreĊivanje kvalitativnog i kvantitativnog sadrţaja masnih kiselina kod 
cijanobakterijskih sojeva primenom GC-FID metode; 
 
 OdreĊivanje i analiza kvalitativnog i kvantitativnog sadrţaja odabranih fenolnih 
jedinjenja kod etanolnih ekstrakata cijanobakterijskih sojeva primenom HPLC-
MS/MS metode;  
 
 Ispitivanje antioksidativnog potencijala etanolnih ekstrakata cijanobakterijskih sojeva 
primenom dve metode: odreĊivanjem kapaciteta neutralizacije DPPH• radikala i 
redukcione sposobnosti (FRAP test);  
 
 Ispitivanje antibakterijske aktivnosti metanolnih i dimetil sulfoksidnih intracelularnih 
ekstrakata cijanobakterijskih sojeva prema referentnim sojevima bakterija; 
 
 Ispitivanje antikancerogene aktivnosti dimetil sulfoksidnih intracelularnih ekstrakata 
cijanobakterijskih sojeva in vitro primenom ćelijske linije humanog hepatocelularnog 
karcinoma, HepG2; 
 
 Ispitivanje akutne toksiĉnosti metanolnih i/ili dimetil sulfoksidnih intracelularnih 
ekstrakata cijanobakterijskih sojeva u bioesejima Artemia salina, Daphnia magna i 
DarT testu sa embrionima zebrice (Danio rerio);  
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 UtvrĊivanje toksiĉnosti metanolnih intracelularnih ekstrakata cijanobakterijskih sojeva 
testiranjem inhibicije aktivnosti enzima in vitro primenom enzimskih eseja inhibicije 
protein fosfataze 1 (PP1) i acetilholinesteraze (AChE);  
 
 Skrining analiza citotoksiĉnosti dimetil sulfoksidnih intracelularnih ekstrakata 
cijanobakterijskih sojeva in vitro primenom eseja sa ćelijskom linijom RTL-W1 (ćelije 
jetre kalifornijske pastrmke, Onchorhynchus mykiss);  
 
 OdreĊivanje sojeva sa najvećim biotehnološkim potencijalom primenom Analitiĉkog 
hijerarhijskog procesa (AHP). 
 
Ostvarenjem opšteg cilja dobiće se uvid u biotehnološki potencijal autohtonih 
cijanobakterijskih sojeva, prvenstveno kao izvora nutritivno vaţnih (nutraceutika) i biološki 
aktivnih jedinjenja (farmaceutika) koji bi mogli naći praktiĉnu primenu u razliĉitim oblastima 
ljudske delatnosti. 
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4. MATERIJAL I METODE 
 
 
4.1. ISPITIVANI SOJEVI CIJANOBAKTERIJA I USLOVI KULTIVACIJE 
 
 
U radu su ispitivani sojevi cijanobakterija koji pripadaju Novosadskoj kolekciji kultura 
cijanobakterija (NSCCC - Novi Sad Cyanobacterial Culture Collection). Analizirano je 
ukupno 10 filamentoznih sojeva (Slike 16-25): osam azotofiksirajućih, terestriĉnih sojeva iz 
rodova Nostoc i Anabaena, i dva akvatiĉna soja roda Spirulina. Svi sojevi su autohtoni, 
izolovani iz razliĉitih tipova zemljišta sa podruĉja Vojvodine (Srbija) (Simeunović, 2005), 
izuzev soja Spirulina S1 koji je poreklom iz Instituta za primenjenu mikrobiologiju, 
Univerzitet u Tokiju (Japan). Detaljni podaci o svim ispitivanim sojevima prikazani su u 
Tabeli 5. 
 
 
       Tabela 5. Testirani sojevi cijanobakterija 
Cijanobakterijski soj Poreklo Tip talusa 
Nostoc 2S7B solonjec filamentozni heterocitni 
Nostoc 2S9B solonjec filamentozni heterocitni 
Nostoc 2S3B solonjec filamentozni heterocitni 
Nostoc 2S1 solonjec filamentozni heterocitni 
Nostoc S8 solonjec filamentozni heterocitni 
Nostoc LC1B livadska crnica filamentozni heterocitni 
Anabaena Ĉ2 ĉernozem filamentozni heterocitni 
Anabaena Ĉ5 ĉernozem filamentozni heterocitni 
Spirulina S1 Japanska kolekcija kultura  filamentozni neheterocitni 
Spirulina S2 obala Dunava filamentozni neheterocitni 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 16. soj Nostoc 2S7B         Slika 17. soj Nostoc 2S9B        Slika 18. soj Nostoc 2S3B 
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Svi sojevi su gajeni u mirnoj kulturi, na temperaturi od 22-24±1 °C, pod belim, 
hladnim, fluorescentnim lampama (Philips, Holandija) i fotoperiodom 12 h osvetljenosti i 12 
h mraka. Jaĉina osvetljenja je merena luksmetrom, i kretala se od 4760 do 5710 lux u 
razliĉitim taĉkama. Sojevi su kultivisani u erlen-majer posudama zapremine 300 mL, sa 300 
mL teĉne mineralne podloge u koje je prebaĉen inokulum od 3 ml, pri ĉemu su 
azotofiksirajući sojevi kultivisani u podlozi BG-11, sa ili bez dodatog azota u vidu NaNO3 u 
koncentraciji od 2 g/L (Rippka i sar., 1979), dok su sojevi roda Spirulina kultivisani u podlozi 
SOT (Ogaw i Terui, 1970). Nakon 21 dana kultivacije biomasa sojeva roda Spirulina je 
sakupljena filtriranjem, a sojeva rodova Nostoc i Anabaena taloţenjem (tokom stacionarne 
faze rasta), nakon ĉega je isprana destilovanom vodom i osušena u liofilizatoru (CHRIST 
ALPHA 2-4 LD plus, Nemaĉka).  
 
 
Slika  19. soj Nostoc 2S1           Slika 20. soj Nostoc S8        Slika 21. soj Nostoc LC1B 
Slika 22. soj Anabaena Ĉ2         Slika 23. soj Anabaena Ĉ5
    
Slika 24. soj Spirulina S1           Slika 25. soj Spirulina S2 
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4.2. ODREĐIVANJE PRODUKCIJE BIOMASE I STOPE RASTA: UTICAJ 
SVETLOSTI, IZVORA UGLJENIKA I AZOTA  
 
 
Produkcija biomase je odreĊena u funkciji vremena. Sojevi su kultivisani tokom 42 
dana pod opisanim uslovima, pri ĉemu je na svakih 7 dana odreĊivana koncentracija hlorofila 
a kao pokazatelja produkcije biomase. Kao kontrole korišćene su kulture koje su rasle u 
fotoautotrofnim uslovima, pod svetlosnim reţimom 12 h osvetljenosti i 12 h mraka. Kod svih 
sojeva je u cilju optimizacije produkcije biomase ispitan rast sa dodatkom glukoze i glicerola 
u podlogu kao izvora ugljenika (miksotrofan rast), kao i u uslovima kontinualnog osvetljenja, 
dok je kod azotofiksirajućih sojeva ispitana i produkcija u odsustvu i prisustvu NaNO3 (2 g/L) 
kao izvora azota (azotofiksirajući i neazotofiksirajući uslovi). Svi tretmani pod 
fotoautotrofnim uslovima su izvedeni u dva ponavljanja, i rezultati su izraţeni kao srednje 
vrednosti. Efekat glukoze i glicerola na rast testiranih sojeva je odreĊen pri koncentracijama 
od 1,5 i 3 g/L. 
Za odreĊivanje produkcije biomase, svakih 7 dana inkubacije je uzimano po 10 ml 
uzorka (kulture), i filtrirano kroz filter papir (Filtres Fioroni Ref: 0111A00009, Ahlstrom, 
Finska) koji je postavljen u epruvetu sa 5 mL metanola. Nakon 24 h ekstrakcije u mraku na 4 
°C, ćelijski zidovi su razarani sonikacijom (10 min sa ciklusima od 30 sekundi) (Ultrasons, 
J.P. Selecta, Španija), i ćelijski ostaci su odvojeni centrifugiranjem (na 16,000 × g 10 min) 
(Tehtnica, Ţelezniki, Slovenija). Nakon toga sakupljeni su supernatanti iz kojih je oĉitana 
koncentracija hlorofila a, merenjem optiĉke gustine na spektrofotometru (NICOLET 
Evolution 100, Thermo Electron Corporation) na 663 nm, koristeći metanol za slepu probu. 
Koncentracija hlorofila a je izraĉunata prema Mackinney-u (1941) na osnovu sledeće 
jednaĉine, gde je V1 zapremina uzorka, V2 zapremina metanola, 12,64 korekcija apsorbance, 
i OD663 optiĉka gustina uzorka na 663 nm: 
 
Koncentracija hlorofila a (μg) = OD663 x 12,64 x V1 
                                                  V2 
 
Na osnovu dobijene vrednosti za koncentraciju hlorofila a, produkcija biomasa je 
izraĉunata mnoţenjem koncentracije hlorofila a svakog uzorka sa faktorom 67 (APHA, 1992).  
Specifiĉna stopa rasta (μ, dan−1) je odreĊena iz krive rasta (Yu i sar., 2009) na osnovu 
sledeće jednaĉine, gde je x2 produkcija biomase u vremenu t2, a x1 produkcija biomase u 
vremenu t1: 
 
μ = (ln x2 - ln x1)/( t2 - t1) 
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4.3. ODREĐIVANJE SADRŽAJA FIKOBILIPROTEINA: UTICAJ SVETLOSTI, 
IZVORA UGLJENIKA I AZOTA  
 
 
Sadrţaj fikobiliproteina je odreĊivan spektrofotometrijskom metodom (Bennet i 
Bogorod, 1973). Kao kontrole korišćene su kulture koje su rasle u fotoautotrofnim uslovima, 
pod svetlosnim reţimom 12 h osvetljenosti i 12 h mraka. Sadrţaj pigmenata je kod svih sojeva 
odreĊivan i u prisustvu glukoze i glicerola (1,5 i 3 g/L), pod kontinualnim osvetljenjem, a kod 
azotofiksirajućih sojeva u azotofiksirajućim i neazotofiksirajućim uslovima.  
Za odreĊivanje sadrţaja fikobiliproteina sojevi su kultivisani 42 dana. Svakih 7 dana 
biomasa svakog uzorka je sakupljena filtriranjem 10 mL kulture kroz filter papir (Filtres 
Fioroni; Ahlstrom, Finska), koji je postavljen u epruvetu sa 5 mL 0,01 M natrijum-fosfatnog 
pufera (pH 7,0). Posle 24 h ekstrakcije u mraku na 4 °C, ćelijski zidovi su razarani 
sonikacijom (10 min sa ciklusima od 30 sekundi) i ostaci ćelija su odvojeni centrifugiranjem 
(na 16,000 × g 10 min). Nakon toga su sakupljeni supernatanti u kojima je merena apsorbanca 
na 562 nm za fikoeritrin (PE), 571 nm za fikoeritrocijanin (PEC), 615 nm za fikocijanin (PC) 
i 652 nm za alofikocijanin (APC), koristeći za slepu probu 0,01 M natrijum-fosfatni pufer (pH 
7,0). Iz dobijenih vrednosti apsorbanci, koncentracije pigmenata su izraĉunate na osnovu 
sledećih jednaĉina: 
 
PE [mg/mL] = (A562 - (2,41 × PC) – (0,849 × APC))/9,62 
 
PC [mg/mL] = (A615 – 0,474 × A652)/5,34 
 
APC [mg/mL] = (A652 – 0,208 × A615)/5,09 
 
 
4.4. PRIPREMA CIJANOBAKTERIJSKIH EKSTRAKATA ZA ISPITIVANJE 
BIOLOŠKE AKTIVNOSTI 
 
 
U cilju ispitivanja produkcije biološki aktivnih agenasa kod analiziranih sojeva 
cijanobakterija, pripremljeni su razliĉiti tipovi intracelularnih ekstrakata (Slika 26). Ekstrakti 
su pripremljeni tako što je liofilizovana biomasa svakog soja odmerena na analitiĉkoj vagi 
(ОHAUS EX224M, SAD) i suspendovana u odgovarajućem ekstragensu, pri ĉemu su u 
zavisnosti od tipa eksparimenta kao ekstragensi korišćeni 75% metanol (MeOH), 70% etanol 
(EtOH) i dimetil sulfoksid (DMSO). Ekstrakcija je trajala preko noći, nakon ĉega je vršena 
sonikacija u ultrazvuĉnom kupatilu (Ultrasons, J.P. Selecta, Španija) u cilju razbijanja 
ćelijskih zidova (10 minuta u ciklusima od 30 sekundi), a zatim su odvojeni ostaci ćelija od 
ekstrakta centrifugiranjem na 6000 obrtaja/minuti tokom 15 minuta (Multi-Spin MSC-6000, 
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Biosan, EU) na sobnoj temperaturi. Supernatant svakog uzorka je paţljivo prebaĉen u 
ependorf kivetu i ĉuvan u friţideru na 4 ºC do upotrebe. 
Prilikom pripreme DMSO ekstrakata, biomasa je prvo rastvorena u 1 mL smeše 
dihlorometana i metanola (1:1) i ostavljena preko noći. Sonikacija i centrifugiranje su izvršeni 
prema opisanoj proceduri, a sakupljeni supernatanti upareni, nakon ĉega je u suv ostatak 
dodato 200 µL DMSO ekstragensa. 
 
 
Slika 26. Metanolski ekstrakti testiranih sojeva 
 
 
4.5. ODREĐIVANJE SASTAVA MASNIH KISELINA METODOM GASNE 
HROMATOGRAFIJE (GC-FID) 
 
 
U cilju utvrĊivanja masnokiselinskog profila ispitivanih sojeva cijanobakterija 
korišćena je ekstrakcija suve biomase po Folch-u,(1957) nakon ĉega su dobijeni lipidni 
ekstraktipodvrgnuti transesterifikaciji (Karlović i Andrić, 1996). U posude za derivatizaciju je 
odmereno oko 20 mg lipidnog ekstrakta, nakon ĉega je dodato 0,5 ml 5% NaOH u 
apsolutnom metanolu i atmosfera u posudi je zamenjena uvoĊenjem azota tokom 10 sekundi. 
Nakon toga posude su zatvorene i stavljene na 70 ºC u cilju saponifikacije. Nakon 10 minuta, 
sadrţaj posuda je ohlaĊen na sobnu temperaturu, u posude je dodato 0,5 ml 14% BF3 u 
apsolutnom metanolu i posude su zatvorene i zagrevane na 70 ºC. Nakon 10 minuta, posude 
su ohlaĊene na sobnu temperaturu i u svaku je dodato 0,5 ml zasićenog rastvora NaCl, a zatim 
1 ml n-heptana GC ĉistoće, i sadrţaj je blago promućkan. Heptanski sloj je prenet u epruvetu i 
ispran sa 1 ml zasićenog rastvora NaCl, nakon ĉega je organski sloj prenet u vijalu za dalju 
analizu.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 27. Ekstrahovani metil-estri masnih kiselina 
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Gasno-hromatografska analiza metil-estara masnih kiselina (FAMES) (Slika 27) je 
izvršena na GC ureĊaju Agilent 7890A sa plameno jonizujućim detektorom (FID, Flame 
Ionization Detector) i kolonom Supelco SP-2560 (100 m × 0,25 mm; debljina stacionarne 
faze 0,20 μm). Kao pokretna faza je korišćen helijum (ĉistoća > 99,9997% (v/v)). Injektovana 
zapremina uzorka je bila 1 μl (split mod, 1:25), protok = 1,21 mL/min, sa temperaturnim 
programom kolone: poĉetna temperatura 140 ºC, zadrţana 7,945 min; zagrevanje do 280 ºC 
brzinom 3,47 ºC/min, bez zadrţavanja (ukupno vreme trajanja: 48,333 min). Identifikacija 
pikova metil-estara masnih kiselina je uraĊena korišćenjem smeše 37 standarda (Supelco 37 
component fatty acid methyl ester mix, Sigma-Aldrich). Rezultati su izraţeni kao maseni 
procenat masne kiseline u ukupnim masnim kiselinama. Svi rezultati su izraţeni kao srednja 
vrednost tri ponavljanja ± standardna devijacija (SD). 
 
 
4.6. HPLC-MS/MS SKRINING ODABRANIH FENOLNIH JEDINJENJA  
 
 
U cilju utvrĊivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava fenolnih jedinjenja prisutnih 
u ekstraktima ispitivanih sojeva cijanobakterija korišćena je metoda Orĉić i sar. (2014). 
Ekstragensi mobilne faze pomešani u odnosu 1:1 su korišćeni za razblaţivanje ekstrakata do 
finalne koncentracije od 2 mg/mL. Ekstrakti su analizirani primenom LC-MS/MS tehnike, 
korišćenjem Agilent Technologies 1200 Series teĉnog hromatografa visoke performanse 
kuplovanog sa 6410A QqQ MS-MS detektorom sa elektrosprej jonskim izvorom (ESI), 
kontrolisanog od strane Agilent Technologies MassHunter ver. B.03.01 softvera. Za 
razdvajanje je korišćena Zorbax Eclipse XDB-C18 (50 mm × 4.6 mm, 1.8 μm) kolona pri 
temperaturi od 50 °C. Injektovana zapremina je bila 5 μL, a protok je iznosio 1 mL/min. 
HPLC analiza je izvedena korišćenjem mobilne faze koja se sastojala od 0.05% mravlje 
kiseline (A) i metanola (B) u gradijent modu (0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B, 12 
min 100% B, sa post-vremenom od 3 min). Za detekciju fenolnih jedinjenja su korišćeni ESI 
parametri: pritisak gasa nebulajzera (N2) 276 kPa, gas za sušenje (N2) protoka 9 L/min i 
temperature 350 °C, napon na kapilari 4 kV, negativan polaritet. Podaci su dobijeni u 
dinamiĉkom MRM (multiple reactions monitoring) modu, koristeći optimizovane parametre 
korišćene metode. Identifikacija pikova je uraĊena korišćenjem odabranih standarda (galna 
kiselina, katehin, protokatehinska kiselina, hlorogenska kiselina, epigalokatehin galat, 
epikatehin, 2,5 dihidroksibenzoeva kiselina, p‐hidroksibenzoeva kiselina, eskuletin, kafena 
kiselina, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, p‐kumarinska kiselina, umbeliferon, 
skopoletin, ferulna kiselina, viteksin, sinapinska kiselina, luteolin‐7‐O‐glukozid, hiperozid, 
kvercetin‐3‐O‐glukozid, rutin, apiin, o‐kumarinska kiselina, miricetin, kvercitrin, kemferol‐3‐
O‐glukozid, apigenin‐7‐O‐glukozid, sekoizolaricirezinol, 3,4‐dimetoksicimetna kiselina, 
bajkalin, daidzein, matairezinol, kvercetin, naringenin, cimetna kiselina, luteolin, genistein, 
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kemferol, apigenin, izoramnetin, krizoeriol, bajkalein, amentoflavon) (Sigma–Aldrich Chem, 
Fluka Chemie GmbH, Chromadex). 
 
 
4.7. ODREĐIVANJE BIOLOŠKE AKTIVNOSTI CIJANOBAKTERIJSKIH SOJEVA 
     
 
U cilju detekcije biološke aktivnosti testiranih sojeva cijanobakterija korišćene su 
metode za odreĊivanje antioksidantnog potencijala, antibakterijske aktivnosti, 
antikancerogene aktivnosti i toksiĉnosti, primenom odgovarajućih ekstrakata 
cijanobakterijskih sojeva. 
 
 
4.7.1. OdreĊivanje antioksidantnog potencijala cijanobakterija 
 
 
U cilju odreĊivanja antioksidantnog potencijala ispitivanih cijanobakterijskih sojeva 
primenjene su dve metode - DPPH metod kojim se odreĊuje kapacitet neutralizacije DPPH• 
radikala i FRAP metod kojim se odreĊuje redukciona sposobnost. 
 
 
OdreĊivanje neutralizacije DPPH• radikala 
 
 
"Skevindţer" aktivnost cijanobakterijskih etanolnih ekstrakata na DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) radikale je analizirana primenom spektrofotometrijske metode (Espin i sar., 
2000), prilagoĊenoj za mikrotitar ploĉe. Metoda se zasniva na praćenju promene boje rastvora 
iz ljubiĉaste u ţutu, kao posledica prevoĊenja DPPH• radikala u redukovani neutralni DPPH-
H oblik, pod uticajem komponenata iz rastvora koje deluju kao donori vodonika.  
Cijanobakterijski ekstrakti testirani su u opsegu koncentracija od 0,5 do 400/10000 
μg/mL. Pripremljeni rastvori prikazani su u Tabeli 6. Apsorbanca je merena na 540 nm na 
spektrofotometru (Multiscan GO, Thermo Scientific) nakon inkubacije u mraku na 25 ºC u 
trajanju od 30 min.  
 
 
Tabela 6. Pripremljeni rastvori za odreĊivanje neutralizacije DPPH• radikala  
Radna proba Korekcija Kontrola 
10 µL ekstrakta 10 µL ekstrakta 10 µL ekstragensa 
180 µL MeOH 240 µL MeOH 180 µL MeOH 
60 µL 90 µM DPPH.   60 µL 90 µM DPPH. 
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Za svaku koncentraciju ispitivanog ekstrakta, kao i za kontrolu, apsorbanca (A) je 
izraĉunata iz razlike apsorbance radne probe (Arp) i apsorbance korekcije (Akor): 
 
A = Arp - Akor 
 
Kapacitet „hvatanja― slobodnih DPPH• radikala (RSC, radical scavenging capacity) je 
izraĉunat na osnovu sledeće jednaĉine, gde je Akon apsorbanca kontrole:  
 
RSC (%) = 100 – A*100/Akon 
 
Antioksidativna aktivnost testiranih ekstrakata je izraţena kao IC50 - koncentracija 
ekstrakta koja neutrališe 50% DPPH• radikala. IC50 vrednosti su izraĉunate nelinearnom 
regresijom korišćenjem softverskog paketa Origin, verzija 8. Svi rezultati su izraţeni kao 
srednja vrednost tri ponavljanja ± standardna devijacija (SD). Kao pozitivna kontrola korišćen 
je sintetiĉki antioksidant 3,5-di-tert-butil-4-hidroksitoluen (BHT). 
 
 
OdreĊivanje redukcionog potencijala (FRAP test)  
 
 
Redukcioni potencijal etanolnih ekstrakata cijanobakterija odreĊen je po metodi 
Benzie-a i Strain-a (1996), prilagoĊenoj za mikrotitar ploĉe. FRAP reagens sadrţao je 10 
mmol/L TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) u 40 mmol/L HCl, 0,02 mol/L FeCl3 i acetatni pufer 
(pH 3.6) u odnosu 1:1:10. FRAP reagens je sveţe pripremljen i zagrevan do 37 °C. Od svakog 
testiranog ekstrakta u mikrotitar ploĉu je stavljeno po 10 μL, tako da je finalna koncentracija 
bila 388,35 μg/mL. Pripremljeni rastvori prikazani su u Tabeli 7. Apsorbanca je merena na 
595 nm na spektrofotometru (Multiscan GO, Thermo Scientific) nakon inkubacije od 6 min 
na sobnoj temperaturi. Standardna kriva je konstruisana korišćenjem rastvora askorbinske 
kiseline u rasponu koncentracije od 0-38,91 μg/mL. Kao pozitivna kontrola korišćen je 
sintetiĉki antioksidant butilovani hidroksitoluen (BHT).  
 
 
Tabela 7. Pripremljeni rastvori za odreĊivanje redukcionog potencijala 
Radna proba Korekcija Slepa proba 
10 µL ekstrakta 10 µL ekstrakta 10 µL ekstragensa 
22,5 µL dH2O 247,5 µL dH2O 22,5 µL dH2O 
225 µL FRAP reagensa   225 µL FRAP reagensa 
 
 
Za svaki testirani ekstrakt apsorbanca (A) je izraĉunata iz razlike apsorbance radne 
probe (Arp) i apsorbance korekcije (Akor):  
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A = Arp - Akor 
 
Redukcioni potencijal uzoraka je izraţen u mg ekvivalenata askorbinske kiseline 
(AAE)/g suve mase. Svi rezultati su izraţeni kao srednja vrednost tri ponavljanja ± standardna 
devijacija (SD). 
 
4.7.2. OdreĊivanje antibakterijske aktivnosti cijanobakterija 
 
 
U cilju utvrĊivanja antibakterijske aktivnost cijanobakterija korišćeno je osam 
referentnih sojeva razliĉitih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterijskih vrsta: 
Escherichia coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922, Salmonella enteritidis 
ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Proteus mirabilis ATCC 12453, 
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis 
ATCC 19433 i Staphylococcus aureus ATCC 25923. Bakterijski sojevi su kultivisani na 
podlozi MH (Müeller Hinton, Torlak) 24 ĉasa u termostatu na 37 ºC. Suspenzije izraslih 
kultura su pripremane u fiziološkom rastvoru turbiditeta 0.5 McFarlanda (oko 1 x 108 
CFU/mL).  
Primenjeni metod predstavlja modifikaciju klasiĉnog antibiogram testa 
(Prabuseenivasan i sar., 2006). Bakterijske suspenzije pripremljene u fiziološkom rastvoru 
(0,5 McF) su zasejane metodom razmazivanja na podlogu MH, pri ĉemu je koliĉina 
inokuluma iznosila 100 μL. Nakon sušenja, na površinu su postavljeni sterilni papirni diskovi 
(Sigma) dijametra 6 mm. Na svaki disk je stavljano po 30 μL metanolnog ekstrakta testiranih 
cijanobaktrija koncentracije 10 mg/mL. Kao kontrola korišćen je ekstragens primenjen za 
ekstrakciju, 75% metanol. Nakon inkubacije od 24 h na 37 ºC, meren je preĉnik zone 
inhibicije. Svi rezultati su izraţeni kao srednja vrednost dva ponavljanja ± standardna 
devijacija (SD).        
 
 
OdreĊivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne 
koncentracije (MBC) 
 
 
OdreĊivanje vrednosti MIC i MBC je vršeno kod onih sojeva cijanobakterija koji su 
disk-difuzionom metodom pokazali antibakterijsku aktivnost, pri ĉemu su korišćeni 
metanolski i DMSO ekstrakti. OdreĊivanje vrednosti MIC vršeno je prema protokolu (CLSI, 
2007), u mikrotitar ploĉama. Svi ekstrakti su ispitani u seriji duplih razblaţenja, pri ĉemu je 
za metanolske ekstrakte korišćen opseg finalnih koncentracija od 0,1875 do 3 mg/mL, a za 
DMSO ekstrakte od 0,625 do 10 mg/mL u podlozi MPB (mesopeptonski bujon, Torlak). 
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Svaki otvor mikrotitar ploĉe inokulisan je sa 1 μL 10 puta razblaţene suspenzije 0.5 
MacFarland  odreĊenog bakterijskog soja. Mikrotitar ploĉe su ostavljene na inkubaciju od 18 
do 24 h na 37 ºC. Najmanja koncentracija ekstrakta na kojoj je odsustvovao rast bakterija 
uzimana je za minimalnu inhibitornu koncentraciju. Negativna kontrola podrazumevala je 
inokulaciju bakterija na MPB podlogu u koje je dodata odgovarajuća zapremina ekstragensa. 
Sve kombinacije bakterija i koncentracija ispitivanih ekstrakata raĊene su u tri ponavljanja.  
Vrednost MBC je odreĊena presejavanjem sadrţaja onih tretmana kod kojih je 
zabeleţa inhibicija ili odsustvo rasta bakterija sa mikrotitar ploĉe na podlogu MH. Nakon 
inkubacije od 24 h na 37 ºC kao MBC uzimana je ona koncentracija ekstrakta pri kojoj je 
ubijeno 99,99% bakterija, odnosno pri kojoj nema rasta ili je rast bakterija na ĉvrstoj podlozi 
vrlo slab. Kao pozitivna kontrola korišćen je antibiotik tetraciklin ĉije MIC vrednosti su 
odreĊene za pojedine bakterijske sojeve. 
 
 
4.7.3. OdreĊivanje antikancerogene aktivnosti in vitro u eseju sa  humanom ćelijskom 
linijom HepG2  
 
 
Za procenu antikancerogene aktivnosti cijanobakterija tj. citotoksiĉne aktivnosti, 
korišćen je MTT test prema proceduri Kaišarević i sar. (2009), sa ćelijskom linijom humanog 
hepatocelularnog karcinoma - HepG2. Ovaj kolorimetrijski test se zasniva na merenju 
konverzije ţutog jedinjenja MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromid) u 
ljubiĉasti talog formazana. HepG2 ćelije su kultivisane u medijumu MEM (Minimum 
Essential Medium Eagle; Sigma Aldrich) sa 1,5 g/L natrijum bikarbonata, 0,11 g/L natrijum 
piruvata, 0,1 g/L streptomicina i 100 000 IJ/L penicilina, uz dodatak 10% fetalnog goveĊeg 
seruma (FBS) i HEPESA (20 mM). Ćelije su zasaĊene u mikrotitar ploĉe (30 000 ćelija po 
otvoru) i inkubirane 24 h u atmosferi zasićenoj vodenom parom, sa 5% CO2 na 37 °C. Za 
testiranje citotoksiĉnosti, ispitivani DMSO cijanobakterijski ekstrakti su rastvoreni u 
kompletnom medijumu MEM u finalnim koncentracijama: 4, 100, 400 i 2000 µg/mL. MEM 
medijum i paclitaxel (Teva, Srbija) su korišćeni kao negativna i pozitivna kontrola, 
respektivno. TakoĊe je testiran i ekstragens (DMSO), u rasponu koncentracija koje ukljuĉuju 
ispitane koncentracije ekstrakata. 
Nakon perioda ekspozicije od 24 h, izbaĉen je sadrţaj iz otvora mikrotitar ploĉa, 
nakon ĉega je u svaki otvor dodato 0,05 mg/0,1 mL/otvoru MTT-a  rastvorenog u MEM-u bez 
FBS-a, i ostavljeno 3 h na inkubaciju. Nakon inkubacije, MTT je uklonjen iz otvora, i u sve 
otvore ploĉa je dodato po 100 µL 0,04 M HCl u izopropanolu. Nakon 10 minuta merena je 
apsorbanca na 540 nm, sa referentnom talasnom duţinom na 690 nm na spektrofotometru 
(Multiscan GO, Thermo Scientific).  
Razlike izmeĊu vrednosti oĉitanih apsorbanci na 540 i 690 nm su izraĉunate u 
programu Microsoft Office Excel 2007. Testirane koncentracije su log transformisane, i 
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dobijene vrednosti su normalizovane do procenata pre statistiĉke analize. Svi rezultati su 
izraţeni kao procenat vijabilnosti, i predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja ± 
standardna devijacija (SD).  
 
 
4.7.4. Detekcija toksiĉnosti cijanobakterija 
 
 
U cilju detekcije toksiĉnosti sojeva cijanobakterija korišćeni su bioeseji Artemia 
salina, Daphnia magna, test sa embrionima zebrice (Danio rerio, DarT), ćelijska linija RTL-
W1 (ćelije jetre kalifornijske pastrmke, Onchorhynchus mykiss) i eseji inhibicije enzima 
protein fosfataze 1 (PP1) i acetilholinesteraze (AChE). 
 
 
4.7.4.1. Detekcija toksiĉnih sojeva primenom bioeseja 
 
 
Test akutne toksiĉnosti na vrsti Artemia salina 
 
 
Bioesej Artemia salina je izveden po metodi 
Kivirante i sar. (1991), u mikrotitar ploĉama. U erlen-
majer posudu sa 100 mL sterilne podloge ASW 
(artificial sea water) je dodato 0,6 g jaja raĉića vrste 
Artemia salina (Sanders, GREAT SALT LAKE 
ARTEMIA CYSTS, SAD) koja su inkubirana na 30 C 
pod osvetljenjem i aeracijom. Istovremeno su u otvore 
mikrotitar ploĉa, koji su prethodno dobro isprani 
destilovanom vodom, stavljeni ekstrakti u opsegu 
finalnih koncentracija od 0,44 do 10 mg/mL za MeOH 
ekstrakte i od 0,75 do 10 mg/mL za DMSO ekstrakte. Nakon apliciranja ekstrakata, ploĉe su 
ostavljene u termostat radi uparavanja ekstragensa. Nakon 24-30 h, izlegle larve (Slika 28) su 
korišćene u bioeseju. U svaki otvor sa uparenim ekstraktom je dodato 10-20 izleglih larvi u 
zapremini od 100 µL ASW, i po 100 µL ASW. Kao kontrola korišćena je ASW, a postavljena 
je i tzv. dodatna kontrola sa uparenim ekstragensima (MeOH i DMSO). Ploĉe su pokrivene 
poklopcem i ostavljene na inkubaciju na 30 C, pod osvetljenjem. Kao biološki parametar, u 
testu se pratio mortalitet raĉića, odnosno njihova imobilizacija nakon 24 h i 48 h. Kako bi se 
odredio ukupan broj raĉića potreban za izraĉunavanje mortaliteta, na kraju eksperimenta je u 
svaki otvor dodato po 100 µL ĉistog metanola da bi se ubili svi raĉići. Kriterijum za validnost 
testa je zadovoljen jer je mortalitet jedinki u kontroli, kao i dodatnoj kontroli sa ekstragensom 
bio < 3% i 10%, respektivno. 
Slika 28.  Izleganje larve A. salina       
(www.scielo.br/scielo.php) 
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Mortalitet (%) za svaku testiranu koncentraciju je izraĉunat iz razlike srednje vrednosti 
mortaliteta iz tri ponavljanja i mortaliteta u kontroli. Na osnovu sprovedenih testova su 
izraĉunate letalne koncentracije, tj. LC50 i LC25 – koncentracije ekstrakata koje izazivaju 
smrtnost 50%, odnosno 25% eksponiranih jedinki. Svi rezultati su izraţeni kao srednja 
vrednost tri ponavljanja ± standardna devijacija (SD). 
 
 
Test akutne toksiĉnosti na vrsti Daphnia magna 
 
 
Test akutne toksiĉnosti na vrsti Daphnia magna (Slika 29) je izveden na osnovu ISO 
6341 standardnog protokola (ISO, 1996). Period ekspozicije, koji je definisan standardnim 
protokolom, je iznosio 48 h. U testu su korišćene neonate – jedinke do 24 h starosti. Tri sata 
pred izvoĊenje testova neonate su nahranjene kvascem.  
Test posude (laboratorijske ĉašice) su bile zapremine 50 ml i sadrţale su 25 ml test 
rastvora. Svaki cijanobakterijski ekstrakt je ispitan u opsegu finalnih koncentracija od 60 do 
480 µg/mL za MeOH ekstrakte i u opsegu finalnih koncentracija i od 4,69 do 150 µg/mL za 
DMSO ekstrakte. Svaki tretman je postavljan u ĉetiri ponavljanja, sa pet neonata po test 
posudi (ukupno 20 neonata za svaki tretman). Tokom perioda trajanja testa neonate nisu 
hranjene. M4 hranjivi rastvor (medijum) je korišćen kao kontrola i diluent za pravljenje serije 
razblaţenja. Postavljana je i dodatna kontrola sa ekstragensom (0,1% DMSO, uparen MeOH). 
Svaki tretman je uraĊen kao jedan nezavisan eksperiment. 
Na poĉetku i na kraju testa su praćeni osnovni fiziĉko-hemijski parametri rastvora: 
temperatura, koncentracija kiseonika i pH. Temperatura je iznosila 22
 º
C, pH vrednost je bila 
u opsegu 6-9, dok je koncentracija kiseonika bila iznad 3 mg/l, što je bilo u okviru 
preporuĉenih vrednosti. 
 
 
            Slika 29. Daphnia magna                                   Slika 30. Postavljeni tretmani 
    (www.moniqueslivefishfoods.co.uk) 
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Test je izveden u statiĉkim uslovima, što znaĉi da tokom celokupnog perioda trajanja 
testa nije vršena promena rastvora u kontroli i tretmanima sa ekstraktima. Intenzitet 
osvetljenja je bio oko 700 lux, a fotoperiod 16 h osvetljenosti i 8 h mraka. Test posude su 
postavljane nasumiĉno da bi se minimalizovao uticaj razlika u osvetljenosti i temperaturi 
(Slika 30). Dodatno, test posude su bile prekrivene providnim staklenim ploĉama kako bi se 
umanjilo isparavanje i spreĉila eventualna kontaminacija. Kao biološki parametar, u testu se 
pratilo uginuće neonata, odnosno njihova imobilizacija, i to nakon 24 h i na kraju testa, 
odnosno nakon 48 h. Kriterijum za validnost testa je zadovoljen jer je preţivljavanje jedinki u 
kontroli, kao i dodatnoj kontroli sa ekstragensom bilo ˃ 90%. 
Neposredno pred izvoĊenje testova sa ekstraktima cijanobakterija, osetljivost 
laboratorijske kulture D. magna je proverena testom sa referentnom supstancom (K2Cr2O7), u 
seriji od pet koncentracija u rasponu od 0,3125 do 5 mg/L. Laboratorijska kultura je pokazala 
zadovoljavajuću osetljivost, LC50 za K2Cr2O7 je bila u okviru standardom propisanih 
vrednosti.  
 
 
Test sa embrionima zebrice (Danio rerio) – DarT test 
 
 
Test na embrionima vrste Danio rerio (DarT) je izveden 
prema metodi Nagel-a (2002), u mikrotitar ploĉama sa 24 
otvora. Ekstrakt svakog uzorka (DMSO) rastvoren je u 
rekonstituisanoj vodi i testiran u finalnim koncentracijama u 
opsegu od 5 do 100 µg/mL. U testu su korišćeni riblji embrioni 
(Slika 31) starosti do 2h. 
U svaki otvor ploĉe aplicirano je po 2 ml test rastvora, 
nakon ĉega je postavljan po jedan embrion/otvoru. 
Rekonsituisana voda je korišćena kao kontrola. Svaki test 
tretman je postavljan u 10 ponavljanja, a kontrolni u 20 
ponavljanja. Postavljana je i dodatna kontrola sa ekstragensom 
(DMSO), kao i interna kontrola (4 otvora na svakoj ploĉi) sa rekonstituisanom vodom. Ploĉe 
sa embrionima su postavljene na 26 °C±1 °C. Kao biološki parametar, u testu se pratilo 
uginuće embriona nakon 24 h i na kraju testa, odnosno nakon 48 h. Uginuće embriona se 
pratilo preko letalnih parametara: koagulacija, neodvajanje repa, odsustvo formiranja somita, 
nedostatak srĉane frekvencije i izostanak ispiljavanja.  
Na osnovu sprovedenih testova izraĉunate su letalne koncentracije, tj. LC50 i LC25, 
regresionom analizom korišćenjem softverа GraphPad Prism 6 za Windows. Kriterijum za 
validnost testa je zadovoljen, jer je preţivljavanje embriona u kontroli, kao i dodatnoj kontroli 
sa ekstragensom bilo ˃70%. Nije bilo negativnog uticaja na preţivljavanje embriona u 
tretmanu dodatne kontrole sa ekstragensom u odnosu na kontrolu, tako da su rezultati sa 
Slika 31. Embrion D. rerio 
   (www.hydrotox.de/en) 
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testiranim ekstraktima, u testovima gde se koristio DMSO, poreĊeni sa dodatnom kontrolom 
sa ekstragensom. 
 
 
OdreĊivanje citotoksiĉnosti na ćelijskoj liniji RTL-W1  
 
 
Za procenu citotoksiĉnosti cijanobakterija korišćen je MTT test prema proceduri 
Kaišarević i sar., (2009), sa ćelijskom linijom jetre kalifornijske pastrmke (Onchorhynchus 
mykiss) - RTL-W1. Ćelije su zasaĊene u mikrotitar ploĉe (15 000 ćelija po otvoru) i 
inkubirane 24 h na 17 °C. Za testiranje citotoksiĉnosti, ispitivani DMSO cijanobakterijski 
ekstrakti su rastvoreni u medijumu u finalnim koncentracijama: 4, 100, 400 i 2000 µg/mL. 
Medijum i paclitaxel (Teva, Srbija) su korišćeni kao negativna i pozitivna kontrola, 
respektivno. TakoĊe je testiran i ekstragens (DMSO), u rasponu koncentracija koje ukljuĉuju 
ispitane koncentracije ekstrakata. 
Nakon perioda ekspozicije od 24 h, izbaĉen je sadrţaj iz otvora mikrotitar ploĉa, 
nakon ĉega je u svaki otvor dodato 0,05 mg/0,1 mL/otvoru MTT-a  rastvorenog u MEM-u bez 
FBS-a, i ostavljeno 3 h na inkubaciju. Nakon inkubacije, MTT je uklonjen iz otvora, i u sve 
otvore ploĉa je dodato po 100 µL 0,04 M HCl u izopropanolu. Nakon 10 minuta merena je 
apsorbanca na 540 nm, sa referentnom talasnom duţinom na 690 nm na spektrofotometru 
(Multiscan GO, Thermo Scientific).  
Razlike izmeĊu vrednosti oĉitanih apsorbanci na 540 i 690 nm su izraĉunate u 
programu Microsoft Office Excel 2007. Testirane koncentracije su log transformisane, i 
dobijene vrednosti su normalizovane do procenata pre statistiĉke analize. Svi rezultati su 
izraţeni kao procenat vijabilnosti, i predstavljaju srednju vrednost tri  ponavljanja ± 
standardna devijacija (SD).  
 
 
4.7.4.2. Detekcija toksiĉnih sojeva primenom enzimskih eseja 
 
 
Test inhibicije enzima PP1  
 
 
In vitro inhibicija aktivnosti enzima protein fosfataze 1 (PP1) cijanobakterijskim 
ekstraktima (MeOH) odreĊena je po metodi (An i Carmichael, 1994; Simeunović, 2009) 
prilagoĊenoj za mikrotitar ploĉe. U testu je korišćen rekombinovan enzim PP1, ekspresovan u 
E. coli (PP1, Sigma Aldrich). Kao supstrat za enzim korišćen je p-nitrofenilfosfat (p-NPP) 
koji se aktivnošću PP1 prevodi do ţutog  produkta paranitrofenola (pNP).  
U svaki otvor mikrotitar ploĉe stavljeno je 10 μL PP1 i 10 μl odgovarajućeg ekstrakta, 
nakon ĉega je dodato 180 μL pNPP. PP1 je rastvoren u puferu koji sadrţi 50 mM Tris-HCl, 1 
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mM Na
2
EDTA, 2 mM MnCl
2
, 0,5 g/L BSA (Bovin serum albumin, Sigma) i 0,1% β-
merkaptoetanol, i pH je podešen na 7,4. p-NPP (60 mM) je rastvoren u puferu koji sadrţi 50 
mM Tris-HCl (pH 8,1), 0,2 mM MnCl
2
 i 20 mM MgCl
2
. Aktivnost PP1 enzima odreĊena je 
merenjem intenziteta nastalog ţutog produkta pNP nakon inkubacije na 37±1 ºC u trajanju od 
2 h. Apsorbanca pNP merena je na 405 nm na spektrofotometru (Multiscan GO, Thermo 
Scientific). Procenat inhibicije PP1 izraĉunat je prema sledećoj jednaĉini:  
 
IPP1 (%) = (A kon-Auz/Akon)  x 100 
 
IC50 i IC25 vrednosti su izraĉunate regresionom analizom. Svi rezultati su izraţeni kao 
srednja vrednost tri ponavljanja ± standardna devijacija (SD). Kao negativna kontrola 
korišćena je dejonizovana voda, dok je pozitivna kontrola bio ĉist toksin mikrocistin-LR. 
 
 
Test inhibicije enzima AChE – detekcija neurotoksiĉnosti 
 
 
In vitro inhibicija aktivnosti enzima acetilholinesteraze (AChE) cijanobakterijskim 
ekstraktima (MeOH) odreĊena je po metodi Ellman-a i sar. (1961), prilagoĊenoj za mikrotitar 
ploĉe. Kao supstrat za AChE korišćen je acetilholin jodid (AChI) poreklom iz elektriĉne 
jegulje (Sigma Aldrich), koji se degradira do acetata i tioholina, i zajedano sa natrijum 
bikarbonatom i ditiobenzoatom (DTNB) ulazi u sastav Elmanovog reagensa. Metoda se 
zasniva na praćenju boje rastvora; DTNB sa nastalim tioholinom daje intenzivno ţutu boju, 
dok u sluĉaju inhibicije AChE boja rastvora ostaje svetlo ţuta. Svaki ekstrakt je testiran u 5 
finalnih koncentracija u opsegu od 0,09 do 2,73 mg/mL. Pripremljeni rastvori prikazani su u 
Tabeli 8. 
 
 
Tabela 8. Pripremljeni rastvori za odreĊivanje inhibicije aktivnosti acetilholinesteraze (AChE) 
Radna proba Korekcija Kontrola 
20 µL ekstrakta 20 µL ekstrakta 20 µL ekstragensa 
150 µL Elmanovog reagensa 150 µL Elmanovog reagensa 150 µL Elmanovog reagensa 
50 µL AChE 50 µL pufera pH 8 50 µL AChE 
 
 
Radne probe sa ekstraktom i Elmanovim reagensom su preinkubirane 12 minuta na 25 
ºC. Nakon toga je u otvore mikrotitar ploĉe dodato 50 µL AChE (518 U/mL). Apsorbanca je 
merena tokom 10 minuta na 412 nm na spektrofotometru (Multiscan GO, Thermo Scientific). 
Rezultat je izraţen kao procenat inhibicije AChE, i izraĉunat na osnovu sledeće jednaĉine, 
gde je Arp apsorbanca radne probe, a Akon apsorbanca kontrole: 
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IAChE (%) = (1 – Arp/Akon) x 100 
 
IC50 i IC25 vrednosti su izraĉunate regresionom analizom. Svi rezultati su izraţeni kao 
srednja vrednost tri ponavljanja ± standardna devijacija (SD). Kao pozitivna kontrola korišćen 
je donepezil u koncentraciji 1 mg/mL (Donecept, Zdravlje Leskovac, Srbija). 
 
 
4.9. STATISTIĈKA OBRADA REZULTATA 
 
 
Za statistiĉku obradu rezultata korišćeni su softverski paketi Microsoft Excel 2007 for 
Windows i StatSoft Statistica (data analysis software system), version 9.0. Dozno-zavisne 
krive u korišćenim bioesejima i esejima inhibicije enzima dobijene su korišćenjem 
nelinearnog regresionog modela u softveru GraphPad Prism 6 za Windows. Sva merenja su 
uraĊena u tri ponavljanja, a dobijene vrednosti su izraţene kao srednja vrednost ± standardna 
devijacija. Pearson korelacije su izraĉunate izmeĊu ukupnog sadrţaja detektovanih fenola i 
antioksidantne aktivnosti u DPPH i FRAP testu. Tukey-ev test je korišćen za odreĊivanje 
statistiĉki znaĉajne razlike antioksidativne aktivnosti izmeĊu ekstrakata pri nivou znaĉajnosti 
od p<0,05. 
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5. REZULTATI I DISKUSIJA 
 
 
5.1. PRODUKCIJA BIOMASE ISPITIVANIH SOJEVA CIJANOBAKTERIJA 
 
 
 U cilju odreĊivanja osnovnih karakteristika rasta, produkcija biomase testiranih 
cijanobakterijskih sojeva odreĊena je u razliĉitim uslovima kultivacije (primenom 
spektrofotometrijske metode, na osnovu merenja koncentracije hlorofila a). Na Slici 32 
prikazane su krive rasta testiranih sojeva u standardnim uslovima kultivacije, pod 
kontinualnim osvetljenjem, sa dodatkom glukoze, glicerola, a kod azotofiksirajućih sojeva i sa 
dodatkom NaNO3 kao izvora azota (neazotofiksirajući uslovi). Kao takoĊe veoma vaţan 
parametar rasta odreĊene su i stope rasta svih testiranih sojeva cijanobakterija (Tabela 9). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
a b 
c d 
e f 
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Slika 32. Produkcija biomase kod testiranih sojeva cijanobakterija u razliĉitim uslovima 
kultivacije.  (a) – Nostoc 2S7B, (b) - Nostoc 2S9B, (c) – Nostoc 2S3B, (d) - Nostoc 2S1, (e) – 
Nostoc S8, (f) - Nostoc LC1B, (g) - Anabaena Ĉ2, (h) - Anabaena Ĉ5, (i) - Spirulina S1, (j) - 
Spirulina S2. 
 
 
Uticaj ispitivanih faktora na sojeve cijanobakterija se razlikovao. Primenom 
kontinualnog osvetljenja, povećana produkcija biomase (2,5-6 puta) i specifiĉna stopa rasta u 
odnosu na kontrolu uoĉena je kod 6 sojeva (Nostoc 2S7B, 2S1 i S8, Anabaena Ĉ2, Spirulina 
S1 i S2), pri ĉemu je najveći efekat zabeleţen kod sojeva roda Spirulina. Kod soja Spirulina 
S1 specifiĉna stopa rasta je povećana od 0,102 dan-1 do 0,260 dan-1, a najveća produkcija 
biomase od 4,4 mg/mL (Slika 32i) je zabeleţena 28. dana kultivacije. Kod soja Spirulina S2 
specifiĉna stopa rasta je povećana od 0,149 dan-1 do 0,227 dan-1, dok je najveća produkcija 
biomase registrovana 14. dana i iznosila je 2,15 mg/mL (Slika 32j). U kontrolama ovih sojeva 
najveća produkcija je zabeleţena kasnije, 35. dana kod soja Spirulina S1 i 21. dana kod soja 
Spirulina S2. PoreĊenjem dobijenih rezultata se moţe uoĉiti da je pod kontinualnim 
osvetljenjem kod ova dva soja 14. dana kultivacije postignuta veća produkcija biomase u 
poreĊenju sa ostalim sojevima, pri ĉemu se kod soja Spirulina S2 nakon ovog perioda moţe 
uoĉiti postepeno smanjenje biomase. Sa druge strane, kod sojeva Nostoc 2S9B, 2S3B i LC1B 
primena kontinualnog osvetljenja je uticala na smanjenje produkcije biomase.  
Kod fotosintetiĉkih organizama, svetlost odreĊuje nivo NADP/NADPH, ATP i 
ugljenikovih jedinjenja, koji mogu uĉestvovati u moduliranju ćelijskih procesa (Grossman i 
g h 
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sar., 2001). Stimulativno dejstvo kontinualnog osvetljenja na produkciju biomase 
cijanobakterija su zabeleţili Chaneva i sar. (2007) kod vrste Arthronema africanum, dok su 
Jacob-Lopes i sar. (2009) kod soja Aphanothece spp. sa smanjenjem perioda osvetljenja 
registrovali linearno smanjenje biomase i stope fiksacije CO2, što ukazuje na znaĉaj svetle 
faze fotosinteze u narednim reakcijama fiksacije ugljenika. Produkcija biomase od 4,0 mg/mL 
koja je u ovom istraţivanju dobijena kod soja Spirulina S1 je bila veća u poreĊenju sa 
rezultatima drugih grupa autora za vrste roda Spirulina kultivisane u razliĉitim svetlosnim 
uslovima: 0,8 mg/mL (Kepekçi i Saygideger, 2012), 1,0 mg/mL (Andrade i Costa, 2007) i 2,6 
mg/mL (Ravelonandro i sar., 2008). Štaviše, u ovom istraţivanju uoĉeno je da je primena 
kontinualnog osvetljenja imala najjaĉi efekat na sojeve koji pripadaju rodu Spirulina, 
povećavajući njihovu biomasu za oko 4,5 puta. Dobijeni rezultati ukazuju na to da bi odgovor 
cijanobakterija na fotoreţim mogao biti svojstvo specifiĉno za odreĊeni takson, koje bi se 
moglo koristiti naroĉito u cilju povećanja produkcije biomase vrsta roda Spirulina ili njihovih 
vrednih metabolita (Kovaĉ i sar., 2017). 
Najveći potencijal za miksotrofan rast uoĉen je kod azotofiksirajućih sojeva koji su 
rasli u podlozi sa oba testirana organska supstrata (Nostoc 2S3B, 2S1 i S8, Anabaena Ĉ2 i 
Ĉ5). Produkcija biomase je u prisustvu glukoze povećana kod 4 soja (Nostoc 2S3B i 2S1, 
Anabaena Ĉ2 i Ĉ5), a u prisustvu glicerola kod 7 sojeva (Nostoc 2S7B, 2S3B, 2S1, S8 i 
LC1B, Anabaena Ĉ2 i Ĉ5). Primenom glukoze, najveća produkcija biomase od 2,53 mg/mL 
je dobijena kod soja Anabaena Ĉ5 (Slika 32h) i u odnosu na kontrolu povećana je 2,5 puta. Sa 
druge strane, specifiĉna stopa rasta nije povećana, jer je u prisustvu glukoze produkcija 
biomase postepeno rasla u funkciji vremena i do 42. dana kultura nije ušla u stacionarnu fazu. 
Razlog tome mogao bi biti postepena adaptacija kulture na organski supstrat s obzirom da su 
svi sojevi u laboratorijskim uslovima odrţavani u fotoautotrofnim uslovima kultivacije. Ovaj 
obrazac rasta u prisustvu organskih supstrata se moţe uoĉiti kod većine ispitanih sojeva. 
Povećana specifiĉna stopa rasta u prisustvu glukoze registrovana je jedino kod soja Anabaena 
Ĉ2 pri koncentraciji 1,5 g glukoze/L i iznosila je 0,096 dan-1. Sa druge strane, kod 6 sojeva 
kod kojih je produkcija biomase povećana primenom glicerola, u prisustvu glicerola su 
zabeleţene i maksimalne specifiĉne stope rasta. MeĊu ovim sojevima, najveća produkcija 
biomase je dobijena kod sojeva Nostoc LC1B i Anabaena Ĉ2. U prisustvu glicerola, kod soja 
Nostoc LC1B najveća produkcija biomase je iznosila 2,75 mg/mL (Slika 32f) i specifiĉna 
stopa rasta je povećana sa 0,099 dan-1 na 0,122 dan-1, dok je kod soja Anabaena Ĉ2 
produkcija biomase povećana 2,6 puta i iznosila je 2,34 mg/mL (Slika 32g), pri ĉemu je 
specifiĉna stopa rasta povećana sa 0,061 dan-1 na 0,116 dan-1. Sa druge strane, u prisustvu 
glicerola utvrĊen je smanjen rast kod oba soja roda Spirulina, dok je u prisustvu glukoze 
smanjen rast utvrĊen kod 3 soja roda Nostoc (2S7B, 2S9B, LC1B) i oba soja Spirulina. 
TakoĊe, kod soja Spirulina S1 u prisustvu glicerola odgajivaĉka podloga je promenila izgled, 
postala je gusta i ruţiĉasta, što bi moglo ukazivati na oslobaĊanje odreĊenih agenasa i 
pigmen(a)ta iz ćelija. 
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U ćeliji cijanobakterija, elektroni nastali u metabolizmu organskih supstrata mogu ući 
u fotosistem I zbog veze izmeĊu respiratornog i fotosintetiĉkog transportnog lanca elektrona, i 
ovako intenzivirana energija za fotosintezu moţe pospešiti anaboliĉke reakcije (Yu i sar., 
2009). Štaviše, CO2 nastao u respiratornom metabolizmu moţe biti ponovo korišćen za 
fotoautotrofan rast, pri ĉemu CO2-bogata sredina reguliše aktivnost enzima RuBisCO 
(Bhatnagar i sar., 2011) koji vezuje CO2 u Kalvinovom ciklusu. Produkcija biomase kod 
cijanobakterija se moţe povećati upotrebom razliĉitih izvora organskog ugljenika ĉije 
korišćenje je species-specifiĉno (cit. u Markou i Georgakakis, 2011). Generalno, korišćenje 
organskih supstrata od strane ćelija mikroalgi zavisi od prisustva specifiĉnih enzima permeaza 
(Bhatnagar i sar., 2011). Feng i sar. (2010) su pokazali da ćelije cijanobakterijskog soja 
Cyanothece ATCC 51142 u prisustvu glicerola mogu promeniti metaboliĉku strategiju i preći 
sa autotrofnog ili miksotrofnog na fotoheterotrofan rast, pri ĉemu redukuju korišćenje CO2. 
Ovi autori su pretpostavili da maksimalno korišćenje glicerola moţe redukovati utrošak 
energije za fiksaciju CO2 i sintezu gradivnog bloka, i u prisustvu dodatog glicerola uoĉili su 
višu stopu rasta nego u prisustvu glukoze i piruvata. Sliĉni rezultati su dobijeni i u ovom 
istraţivanju, jer je većina sojeva takoĊe bolje rasla u podlozi sa glicerolom nego sa glukozom. 
Promena koja je uoĉena kod soja Spirulina S1 u prisustvu glicerola, kod kog je podloga 
postala gusta i ruţiĉasta, bi mogla ukazati na oslobaĊanje odreĊenih jedinjenja iz ćelija u 
prisustvu glicerola. Poznato je da mnoge cijanobakterije produkuju egzopolisaharide koji se 
smatraju agensima za zgušnjavanje i emulgujućim agensima (De Philippis i sar., 2001). 
MeĊutim, pregled dostupne literature pokazuje da kod cijanobakterija postoji samo nekoliko 
izveštaja o ekskreciji pigmenata, ukljuĉujući braon (De Chazal i Smith, 1994) i ljubiĉast 
pigment (Hirata i sar., 1996) iz Nostoc sp. i ruţiĉast pigment iz sojeva Oscillatoria 
BTCC/A0004 i Scytonema TISTR 8208 (Karseno i sar., 2009). U sluĉaju Oscillatoria spp., 
ruţiĉast pigment je ispoljio snaţnu sposobnost emulgovanja i ekskretovan je samo tokom 
kokultivacije sa Anabaena sp., što ukazuje na odreĊene signalne puteve (Susilaningsih, 2007). 
Ekskrecija koja je uoĉena kod soja Spirulina S1 u prisustvu glicerola takoĊe ukazuje na 
odreĊene fiziološke promene u prisustvu organskog supstrata. 
Kod svih testiranih azotofiksirajućih sojeva rodova Nostoc i Anabaena izuzev 
Anabaena Ĉ2, dodatak NaNO3 u odgajivaĉku podlogu nije doveo do povećanja produkcije 
biomase i registrovane su niţe stope rasta, ukazujući na prednost azotofiksirajućih uslova za 
kultivaciju ispitivanih sojeva. Ovi rezultati su naroĉito znaĉajni sa ekonomskog aspekta, s 
obzirom da se efikasniji rast postiţe bez upotrebe kombinovanog izvora azota. 
Predstavljeni rezultati pokazuju da bi odgovor cijanobakterija na kontinuаlno 
osvetljenje i prisustvo organskog izvora ugljenika, u pogledu produkcije biomase, mogao biti 
specifiĉno svojstvo soja. Rezultati takoĊe pokazuju da je produkcija biomase bila jaĉe 
stimulisana kontinualnim osvetljenjem kod sojeva koji pripadaju rodu Spirulina, a organskim 
izvorima ugljenika kod azotofiksirajućih sojeva rodova Nostoc i Anabaena. Relativnim 
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poreĊenjem rezultata dobijene produkcije biomase u funkciji vremena, kao sojevi sa najvećim 
potencijalom za proizvodnju biomase izdvajaju se Spirulina S1 i Spirulina S2.  
 
 
Tabela 9. Stope rasta testiranih cijanobakterijskih sojeva u razliĉitim uslovima kultivacije 
(dan
-1
) 
Cijanobakterijski 
soj 
Uslovi kultivacije 
Kontrola NaNO3 
Kontinualno 
osvetljenje 
1,5 g 
glukoze/L 
3 g 
glukoze/L 
1,5 g 
glicerola/L 
3 g 
glicerola/L 
Nostoc 2S7B 0,063 0,046 0,090 0,004 0,012 0,115 0,110 
Nostoc 2S9B 0,058 0,040 0,039 0,012 0,003 0,060 0,106 
Nostoc 2S3B 0,166 0,055 0,019 0,152 0,082 0,138 0,090 
Nostoc 2S1 0,074 0,036 0,076 0,064 0,055 0,114 0,116 
Nostoc S8 0,081 0,054 0,100 0,068 0,058 0,098 0,103 
Nostoc LC1B 0,099 0,018 0,000 0,004 0,017 0,122 0,074 
Anabaena Ĉ2 0,061 0,080 0,102 0,096 0,062 0,116 0,084 
Anabaena Ĉ5 0,107 0,057 0,062 0,082 0,071 0,090 0,046 
Spirulina S1 0,102 - 0,260 0,060 0,070 0,100 0,090 
Spirulina S2 0,149 - 0,227 0,075 0,090 0,095 0,100 
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5.2. PRODUKCIJA FIKOBILIPROTEINA ISPITIVANIH SOJEVA 
CIJANOBAKTERIJA 
 
 
S obzirom na znaĉaj koji imaju fikobiliproteinski pigmenti, kod testiranih 
cijanobakterijskih sojeva odreĊen je sadrţaj fikocijanina (PC), alofikocijanina (APC), 
fikoeritrina (PE) i fikoeritrocijanina (PEC). Produkcija ovih pigmenata zavisi pre svega od 
soja, ali i od uslova kultivacije. Zbog toga je ispitan uticaj nekoliko faktora na sadrţaj 
fikobiliproteina sa ciljem utvrĊivanja onih uslova koji mogu stimulisati veću produkciju ovih 
pigmenata. S obzirom da je sadrţaj fikobiliproteina u radu praćen tokom rasta kulture, na Slici 
33 prikazan je njihov maksimalan sadrţaj registrovan u ispitivanim uslovima kultivacije u 
vremenskim periodima od 0-14., 15-28. i od 29-42. dana kultivacije. 
 
b 
c d 
e f 
a 
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Slika 33. Sadrţaj fikobiliproteina kod testiranih sojeva cijanobakterija u razliĉitim uslovima 
kultivacije. (a) – Nostoc 2S7B, (b) - Nostoc 2S9B, (c) – Nostoc 2S3B, (d) - Nostoc 2S1, (e) – 
Nostoc S8, (f) - Nostoc LC1B, (g) - Anabaena Ĉ2, (h) - Anabaena Ĉ5, (i) - Spirulina S1, (j) - 
Spirulina S2. 
 
 
Najveći sadrţaj fikobiliproteina je utvrĊen kod sojeva kultivisanih u uslovima 
kontinualnog osvetljenja, Spirulina S1  sa 103,9 µg/mL PC i 197,45 µg/mL APC (Slika 33i), i 
Nostoc 2S1 sa 100,5 µg/mL PC i 33,5 µg/mL APC (Slika 33d). U poreĊenju sa kontrolom, 
kod soja Spirulina S1 u datim uslovima sadrţaj PC je povećan 12 puta, a APC 16 puta, dok je 
kod soja Nostoc 2S1 sadrţaj PC povećan 3,5 puta, a APC 2,5 puta. Sa druge strane, kod 5 
sojeva (Nostoc 2S7B i 29B, oba soja Anabaena, Spirulina S2) najveći sadrţaj fikobiliproteina 
postignut je korišćenjem miksotrofnih uslova kultivacije. Sadrţaj fikobiliproteina je u 
prisustvu glukoze povećan kod 6 sojeva (Nostoc 2S3B, 2S1 i S8, oba soja Anabaena, 
Spirulina S2), a u prisustvu glicerola kod 7 sojeva (Nostoc 2S7B, 2S9B, 2S3B, 2S1 i S8, 
Anabaena Ĉ2, Spirulina S2). Naroĉit uticaj organskih supstrata na ove pigmente uoĉen je kod 
sojeva Spirulina S2 u prisustvu glukoze i Anabaena Ĉ2 u prisustvu glicerola. U navedenim 
uslovima, u poreĊenju sa kontrolom kod soja  Spirulina S2 sadrţaj PC je povećan 23 puta 
(43,4 µg/mL), a APC 19 puta (56,8 µg/mL) (Slika 33j), dok je kod soja Anabaena Ĉ2 sadrţaj 
PC povećan 4 puta (84,3 µg/mL), a APC 2,5 puta (38,8 µg/mL) (Slika 33d). Kod soja 
Spirulina S2, uprkos intenzivnijem rastu u autotrofnim uslovima (kontrola i kontinualno 
osvetljenje), najveći sadrţaj fikobiliproteina detektovan je u prisustvu glukoze i takoĊe je 
povećan sa dodavanjem glicerola, što ukazuje na stimulaciju produkcije fikobiliproteina 
g h 
i j 
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organskim izvorima ugljenika. Iako je kod soja Nostoc 2S3B najveći sadrţaj pigmenata 
detektovan u podlozi sa dodatim azotom, kod testiranih sojeva se moţe konstatovati pribliţan 
sadrţaj pigmenata u azotofiksirajućim i neazotofiksirajućim uslovima kultivacije. 
Uticaj intenziteta i kvaliteta svetlosti na produkciju fikobiliproteina je zabeleţen u 
prethodnim istraţivanjima (Chaneva i sar., 2007; Ravelonandro i sar., 2008; Kepekçi i 
Saygideger, 2012). U pogledu fotoreţima, Prasanna i sar. (2004) su zabeleţili da je sadrţaj 
fikobiliproteina kod vrste Calothrix elenkenii povećan primenom kontinualnog osvetljenja, 
dok su Khajepour i sar. (2015) kod vrste Nostoc calcicola registrovali njihovo smanjenje sa 
povećanjem perioda osvetljenja. U poreĊenju sa Calothrix elenkenii, sadrţaj PC i APC koji je 
u ovom radu dobijen kod soja Spirulina S1 pod kontinualnim osvetljenjem je veći za oko 10 
puta. TakoĊe, najveći sadrţaj fikobiliproteina koji je kod nekih sojeva registrovan 14. dana 
kultivacije u uslovima kontinualnog osvetljenja bi mogao ukazivati na strategiju ćelija da u 
uslovima kontinuirane fotosinteze akumuliraju pomoćne pigmente u ranoj fazi rasta kulture, 
kada je potrebno mnogo energije za intenzivne procese sinteze.  
Sadrţaj fikobiliproteina kod cijanobakterija zavisi naroĉito od izvora azota 
(Simeunović i sar., 2013) i ugljenika (cit. u Simeunović i sar., 2012) i moţe se povećati 
dodavanjem razliĉitih organskih supstrata, kao što je bio sluĉaj kod sojeva u ovom 
istraţivanju. Kod većine sojeva je takoĊe uoĉen niţi sadrţaj PE/PEC u odnosu na sadrţaj PC i 
APC i u uslovima kontinualnog osvetljenja i u prisustvu organskih supstrata. Poznato je da je 
PE najfleksibilniji fikobiliprotein koji olakšava adaptaciju na promene u ţivotnoj sredini 
(Ajayan i sar., 2012), i da regulacijom sadrţaja tetrapirola cijanobakterije odgovaraju na 
razliĉite signale ţivotne sredine (Prasanna i sar., 2004). S obzirom na veći broj tetrapirolskih 
hromofora u monomeru PE u odnosu na monomere ostalih fikobiliproteina (Glazer, 1988), 
prema Simeunović i sar. (2013), kod cijanobakterija bi u azotofiksirajućim uslovima mogla 
biti favorizovana sinteza PC ili APC koji zahtevaju manje azota, dok bi se sa druge strane 
njihovim većim sadrţajem mogao postići efikasniji prenos energije na fotosistem II. Ovo bi 
moglo biti objašnjenje za povećan sadrţaj PC i APC u uslovima sa povećanim prenosom 
energije - kontinuirana fotosinteza i miksotrofna ishrana (Kovaĉ i sar., 2017). 
Predstavljeni rezultati pokazuju da su ispitani sojevi cijanobakterija znaĉajan izvor 
prirodnih fikobiliproteinskih pigmenata, koji predstavljaju alternativu sintetiĉkim bojama. 
PoreĊenjem rezultata sadrţaja fikobiliproteina u razliĉitim uslovima kultivacije, kao sojevi sa 
najvećim potencijalom za produkciju ovih pigmenata izdvajaju se Spirulina S1, Nostoc 2S1, 
Anabaena Ĉ2 i Spirulina S2. Dobijeni rezultati takoĊe pokazuju da bi odgovor cijanobakterija 
na kontinualno osvetljenje i prisustvo izvora organskog ugljenika u pogledu produkcije 
fikobiliproteina mogao biti svojstvo specifiĉno za svaki soj, ali i da su kod većine sojeva u 
testiranim uslovima prvenstveno produkovani PC i APC. Dobijeni rezultati takoĊe pokazuju 
da je moguće da u uslovima kontinuirane fotosinteze neke cijanobakterije akumuliraju 
fikobiliproteine u ranoj fazi rasta kulture kako bi se obezbedila dovoljna koliĉina energije za 
intenzivne procese sinteze. Posebno je vaţno naglasiti da dobijeni rezultati jasno ukazuju na 
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mogućnost manipulacije metaboliĉkim procesima na nivou ćelija cijanobakterija primenom 
odreĊenih uslova kultivacije, u cilju postizanja veće produkcije odreĊenih biotehnološki 
znaĉajnih jedinjenja.  
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5.3.SADRŽAJ MASNIH KISELINA ISPITIVANIH SOJEVA CIJANOBAKTERIJA 
 
 
Rezultati kvalitativnog i kvantitativnog sastava masnih kiselina kod testiranih 
cijanobakterijskih sojeva ukazuju da se sadrţaj masnih kiselina razlikovao kod sojeva koji 
pripadaju razliĉitim rodovima, kao i da je zavisio od uslova rasta. U ispitivanim sojevima 
identifikovano je ukupno 16 masnih kiselina. U Tabelama 10 i 11 prikazani su rezultati 
masnokiselinskog profila nakon kultivacije u azotofiksirajućim i neazotofiksirajućim 
uslovima. Rezultati su izraţeni kao % masne kiseline u ukupnom sadrţaju masnih kiselina. 
Sadrţaj zasićenih masnih kiselina kod testiranih cijanobakterijskih sojeva kretao se u 
opsegu od 4,84% kod soja Anabaena Ĉ2 do 41,66% kod soja Spirulina S1, sa dominacijom 
palmitinske kiseline (C16:0), dok je kod svih sojeva izuzev soja Nostoc S8 detektovana i 
stearinska kiselina (C18:0). Mononezasićene masne kiseline su bile distribuirane u manjim 
koliĉinama u odnosu na zasićene - od 5,53% kod soja Spirulina S1 do 41,65% kod soja 
Anabaena Ĉ2, meĊu kojima su najzastupljenije bile palmitoleinska (C16:1) i oleinska (C18:1 
n9) kiselina. Sadrţaj polinezasićenih masnih kiselina je bio veći u odnosu na zasićene i 
mononezasićene masne kiseline kod svih sojeva  izuzev soja Nostoc LC1B, i kretao se u 
opsegu od 25,58% kod soja Nostoc 2S9B do 57,55% kod soja Nostoc 2S3B. MeĊu 
polinezasićenim masnim kiselinama dominantne su bile linolna (C18:2 n6), -linoleinska 
(C18:3 n3) i γ- linolenska (C18:3 n6) kiselina. Ostale masne kiseline su uglavnom bile 
prisutne u malim koliĉinama, ili nisu identifikovane u analiziranim uzorcima. 
Palmitinska kiselina, koja je bila najdominantnija zasićena masna kiselina u svim 
uzorcima bila je zastupljena u opsegu od 17,11% kod soja Nostoc 2S1 do 40,85% kod soja 
Spirulina S1, i bila je najzastupljenija masna kiselina sojeva roda Spirulina (40,85% i 
37,68%) i nekoliko azotofiksirajućih sojeva. Ambrozova i sar. (2014) su takoĊe u testiranim 
uzorcima roda Spirulina palmitinsku kiselinu detektovali kao dominantnu masnu kiselinu (od 
44,85 do 61,06%), dok su Thingujam i sar. (2015) kod soja Spirulina platensis BTA174 ovu 
kiselinu detektovali u niţem sadrţaju od 6,89%. Palmitinska kiselina je bila domantna i kod 
sojeva jednoćelijskih vrsta cijanobakterija u istraţivanju Opris i  sar. (2013), sa sadrţajem koji 
je prelazio 90%, a detektovana je i kod svih neheterocistnih filamentoznih sojeva u 
istraţivanju Thingujam-a i sar. (2015), u kojim se kretala u opsegu od 0,42 do 27,9%. 
Kao dominantna mononezasićena masna kiselina u svim uzorcima detektovana je 
palmitoleinska kiselina, sa sadrţajem od 4,92% kod soja Spirulina S1 do 35,30% kod soja 
Anabaena Ĉ2, dok je sadrţaj oleinske kiseline bio niţi - od 0,57% kod soja Spirulina S2 do 
9,43% kod soja Nostoc 2S3B. Za razliku od dobijenih rezultata, u istraţivanju Thingujam-a i 
sar. (2015) meĊu testiranim neheterocistnim filamentoznim sojevima palmitoleinska kiselina
 
 
Tabela 10. Sastav masnih kiselina cijanobakterijskih sojeva kultivisanih u azotofiksirajućim uslovima, izraţenim kao % od ukupnih masnih kiselina 
Masna kiselina 
Cijanobakterijski  
soj 
C14:0 C16:0 C16:1 C17:1 C18:0 
C18:1    
n9t 
C18:1    
n9c 
C18:2   
n6 
C18:3   
n6 
C18:3  
n3 
C20:2 C23:0 C22:2 C24:0 
C20:5 
n3 
C24:1 UFA MUFA PUFA SFA 
PUFA/           
SFA 
Nostoc 2S7B n.d. 23,96 21,43 n.d. 0,78 n.d. 2,94 16,14 n.d. 23,88 n.d. 10,87 n.d. n.d. n.d. n.d. 64,39 24,37 40,02 35,61 1,12 
Nostoc 2S9B n.d. 23,51 26,13 n.d. 1,15 n.d. 3,62 16,30 n.d. 27,73 n.d. n.d. n.d. 1,56 n.d. n.d. 73,78 29,74 44,04 26,22 1,68 
Nostoc 2S3B n.d. 22,25 13,71 n.d. 1,78 n.d. 4,72 11,03 13,16 15,82 n.d. n.d. 17,53 n.d. n.d. n.d. 75,97 18,43 57,55 24,03 2,40 
Nostoc 2S1 n.d. 27,06 24,75 n.d. 1,16 n.d. 3,62 17,05 n.d. 26,35 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 71,77 28,37 43,40 28,23 1,54 
Nostoc S8 n.d. 21,99 26,94 n.d. n.d. n.d. 2,85 15,86 n.d. 31,09 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,28 n.d. 78,01 29,79 48,22 21,99 2,19 
Nostoc LC1B 0,49 31,99 15,09 0,52 1,17 n.d. 3,36 13,31 n.d. 26,65 n.d. 6,85 n.d. 0,57 n.d. n.d. 58,93 18,97 39,96 41,07 0,97 
Anabaena Ĉ2 n.d. n.d. 35,30 n.d. 1,41 n.d. 6,35 18,97 n.d. 34,54 n.d. n.d. n.d. 3,43 n.d. n.d. 95,16 41,65 53,51 4,84 11,05 
Anabaena Ĉ5 0,56 26,47 22,137 n.d. 1,08 n.d. 4,16 15,94 n.d. 26,61 n.d. 0,46 0,50 2,08 n.d. n.d. 69,35 26,301 43,049 30,65 1,40 
n.d.-nije detektovano, UFA-nezasićene masne kiseline, MUFA-mononezasićene masne kiseline, PUFA-polinezasićene masne kiseline, SFA-zasićene masne kiseline  
 
 
Tabela 11. Sastav masnih kiselina cijanobakterijskih sojeva kultivisanih u neazotofiksirajućim uslovima, izraţenim kao % od ukupnih masnih kiselina 
Masna kiselina 
Cijanobakterijski 
soj 
C14:0 C16:0 C16:1 C17:1 C18:0 
C18:1    
n9t 
C18:1    
n9c 
C18:2   
n6 
C18:3   
n6 
C18:3  
n3 
C20:2 C23:0 C22:2 C24:0 
C20:5 
n3 
C24:1 UFA MUFA PUFA SFA 
PUFA/           
SFA 
Nostoc 2S7B n.d. 21,20 24,56 n.d. n.d. n.d. 2,30 18,29 n.d. 27,48 n.d. n.d. n.d. 6,17 n.d. n.d. 72,63 26,87 45,77 27,37 1,67 
Nostoc 2S9B n.d. 27,73 32,33 n.d. n.d. n.d. 8,38 16,46 n.d. 9,12 n.d. n.d. n.d. 5,99 n.d. n.d. 66,28 40,70 25,58 33,72 0,76 
Nostoc 2S3B n.d. 25,49 25,28 0,71 n.d. n.d. 9,43 9,65 6,37 12,54 n.d. n.d. 10,53 n.d. n.d. n.d. 74,51 35,42 39,09 25,49 1,53 
Nostoc 2S1 n.d. 17,11 26,72 n.d. 0,65 n.d. 2,58 20,63 n.d. 21,49 n.d. n.d. n.d. 2,66 8,15 n.d. 79,57 29,30 50,27 20,43 2,46 
Nostoc S8 n.d. 22,77 27,52 n.d. n.d. n.d. 3,72 22,60 n.d. 21,66 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,73 n.d. 77,23 31,24 45,99 22,77 2,02 
Nostoc LC1B n.d. 35,69 18,69 n.d. 2,82 n.d. 7,29 15,74 n.d. 19,77 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 61,49 25,98 35,51 38,51 0,92 
Anabaena Ĉ2 n.d. 21,332 30,033 n.d. n.d. n.d. 5,41 20,23 n.d. 23,00 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 78,67 35,44 43,22 21,33 2,03 
Anabaena Ĉ5 n.d. 25,10 18,148 n.d. 4,86 8,09 3,89 13,25 n.d. 22,31 n.d. n.d. n.d. 4,34 n.d. n.d. 65,69 30,13 35,56 34,31 1,04 
Spirulina S1 n.d. 40,85 4,9153 n.d. 0,81 n.d. 0,61 19,03 33,78 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 58,342 5,5275 52,814 41,658 1,27 
Spirulina S2 n.d. 37,676 6,9864 n.d. 0,71 n.d. 0,57 21,64 31,10 n.d. 0,63 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,69 61,615 8,2404 53,374 38,385 1,39 
n.d.-nije detektovano, UFA-nezasićene masne kiseline, MUFA-mononezasićene masne kiseline, PUFA-polinezasićene masne kiseline, SFA-zasićene masne kiseline 
 
 
se kretala u niţem rangu, od 0,18 do 8,90%, i nije detektovana u svim uzorcima, kao ni u 
istraţivanju Opris-a i  sar. (2013) kod kojih je detektovana samo kod soja Synechococcus PC 
7002. Ambrozova i sar. (2014) su kod vrste S. platensis palmitoleinsku kiselinu registrovali 
kao dominirajuću mononezasićenu masnu kiselinu, što je u skladu sa rezultatima dobijenim za 
testirane sojeve roda Spirulina u ovoj tezi, dok Thingujam i sar. (2015) kod soja S. platensis 
BTA174 ovu kiselinu nisu detektovali. Oleinska kiselina je u ovom radu detektovana kod svih 
testiranih sojeva, dok u radu Thingujam i sar. (2015) data kiselina nije registrovana kod svih 
neheterocistnih filamentoznih sojeva, ali je konstatovana u većem sadrţaju kod soja Lyngbya 
martensiana BTA640 koji je iznosio 56,2%, a kod soja S. platensis BTA174 4,45%, što je 
znaĉajno više u odnosu na sojeve roda Spirulina testirane u ovoj tezi (0,57% i 0,61%). 
MeĊu polinezasićenim masnim kiselinama linolna kiselina je detektovana kod svih 
testiranih sojeva, u opsegu od 9,65% kod soja Nostoc 2S3B do 22,60% kod soja Nostoc S8. 
Kod svih azotofiksirajućih sojeva detektovana je -linoleinska kiselina, u opsegu od 9,12% 
kod soja Nostoc 2S9B do 34,54% kod soja Anabaena Ĉ2, dok je γ-linolenska kiselina 
pronaĊena samo kod sojeva roda Spirulina sa sadrţajem od 31,10% i 33,78%, i u niţem 
sadrţaju kod soja Nostoc 2S3B (6,37%/13,16%). Za razliku od rezultata dobijenih u ovoj tezi, 
Thingujam i sar. (2015) su linolnu kiselinu detektovali u manjem broju testiranih 
neheterocistnih filamentoznih sojeva, kod kojih je bila prisutna u manjem sadrţaju, od 1,20 do 
11,8%. Kod sojeva roda Spirulina testiranih u ovoj tezi moţe se uoĉiti sliĉnost u 
masnokiselinskom profilu, pre svega u pogledu dominacije palmitinske, γ-linolenske i linolne 
kiseline, što je u skladu sa rezultatima istraţivanja Ambrozove i sar. (2014). Za razliku od 
dobijenih rezultata, Thingujam i sar., (2015) kod soja S. platensis BTA174 nisu detektovali 
linolnu kiselinu, dok su  γ-linolensku kiselinu registrovali u niţem sadrţaju od 7,89%. 
Cijanobakterije roda Spirulina su poznate kao komercijalan izvor γ-linolenske kiseline, koja 
je zbog korisnih zdravstvenih efekata na trţištu dostupna kao dodatak ishrani. Ambrozova i 
sar. (2014) su u uzorcima roda Spirulina pronašli γ-linolensku kiselinu sa sadrţajem od 
15,22% i 23,98%, što je bilo više u odnosu na sadrţaj kod ispitanih vrsta zelenih, crvenih i 
mrkih algi. Thingujam i sar. (2015) su γ-linolensku kiselinu detektovali kod manjeg broja 
testiranih neheterocistnih filamentoznih sojeva sa sadrţajem do svega 8,82%, dok kod 
testiranih sojeva jednoćelijskih vrsta Guedes sar. (2011) nisu otkrili njenu sintezu. Kod 
azotofiksirajućih sojeva testiranih u ovoj tezi, meĊu dominirajućim masnim kiselinama bila je 
i -linoleinska kiselina, sa najvećim sadrţajem kod sojeva Anabaena Ĉ2 (34,54%) i Nostoc 
S8 (31,09%). Iako su Guedes i sar. (2011) meĊu testiranim mikroalgama najveću produkciju 
-linoleinske kiseline registrovali u okviru klasa Eustigmatophyceae i Chlorophyceae, 
najveću produktivnost -linoleinske kiseline su zabeleţili kod heterocistne vrste 
cijanobakterija Nodularia harveyana, kod koje je u skladu sa rezultatima za heterocistne 
cijanobakterije analizirane u ovoj tezi, dominirala -linoleinska kiselina. U poreĊenju sa 
rezultatima koji su dobijeni u istraţivanju Milovanović (2016) u kojem je detektovano 10 
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masnih kiselina u ispitivanim uzorcima, u ovom istraţivanju testiranjem je obuhvaćen veći 
broj sojeva i registrovano je 16 masnih kiselina. 
Prema Behrens-u i Kyle-u (1996), glavne masne kiseline cijanobakterija su 
palmitinska i palmitoleinska, što je u skladu sa rezultatima dobijenim za većinu sojeva u 
ovom istraţivanju. Masne kiseline sa 16 i 18 ugljenikovih atoma su dominirale kod svih 
testiranih sojeva, kao i u istraţivanjima drugih grupa autora (Patil i sar., 2007; Guedes i sar., 
2011; Thingujam i sar., 2015). Detektovane dominantne masne kiseline - palmitinska, 
palmitoleinska, oleinska, linolna, -linoleinska i γ-linolenska predstavljaju visoko vredna 
jedinjenja za farmaceutsku industriju (Thingujam i sar., 2015). Oleinska kiselina je prekursor 
u biosintezi masnih kiselina sa n9 terminalnom strukturom i sa duţinom lanaca od 20 do 24 ili 
više ugljenikovih atoma, dok su linolna i -linoleinska kiselina esencijalne dijetetske 
komponente koje u ţivotinjskim i biljnim tkivima sluţe za sintezu ostalih n6 i n3 masnih 
kiselina (www.lipidhome.co.uk/lipids). Otkriveno je da palmitoleinska kiselina ima 
karakteristiĉnu funkciju u tkivu miševa kao lipidni hormon lipokin 
(www.lipidhome.co.uk/lipids). Detektovane masne kiseline su potencijalni funkcionalni 
sastojci, meĊu kojima oleinska kiselina ima antioksidativnu aktivnost, palmitoleinska kiselina 
smanjuje rizik od odreĊenih srĉanih bolesti, dok linolna, palmitinska i oleinska kiselina 
ispoljavaju antibakterijsku aktivnost (Plaza i sar., 2009), kao i γ-linolenska kiselina koja se 
primenjuje kao pomoćno sredstvo antimikrobne hemoterapije u eksperimentalnim modelima 
infekcije. Ova masna kiselina ima znaĉajnu ulogu i u prevenciji dijabetesa, reproduktivnih 
poremećaja i nekih koţnih bolesti (cit. u Guedes sar., 2011). Prijavljena je kao obećavajuće 
terapeutsko sredstvo za brojne zdravstvene poremećaje jer je prekursor prostaglandina E1, 
neophodnog za smanjenje inflamacije i u leĉenju srĉanih oboljenja (Thingujam i sar., 2015), 
dok dodavanje -linoleinske kiseline u ishranu pozitivno utiĉe na atopijski dermatitis (Gubić, 
2016).  
MeĊu masnim kiselinama, od naroĉitog komercijalnog interesa su i dokozaheksaenska 
(C22:6 n3) i eikozapentaenska kiselina (C20:5 n3). Iako je vrsta S. platensis takoĊe prirodan 
izvor dokozaheksaenske kiseline koja moţe iznositi do 9,1% (Yukino i sar., 2005), ova masna 
kiselina nije detektovana u ovom radu kod testiranih sojeva roda Spirulina, kao ni kod 
azotofiksirajućih sojeva. U istraţivanju Guedes i sar. (2011) takoĊe nijedan soj cijanobakterija 
nije okarakterisan znaĉajnom produkcijom dokozaheksaenske kiseline, dok je 
eikozapentaenska kiselina detektovana samo kod soja roda Gloeothece. U rezultatima 
dobijenim u ovoj tezi eikozapentaenska kiselina je pronaĊena kod sojeva Nostoc 2S1 (8,15%) 
i Nostoc S8 (1,28%/1,73%). 
Sadrţaj polinezasićenih masnih kiselina je kod nekih sojeva bio veći u 
azotofiksirajućim uslovima kultivacije, a kod drugih u neazotofiksirajućim uslovima, što je u 
skladu sa rezultatima istraţivanja Guedes i sar. (2011). MeĊutim, moţe se uoĉiti da je kod 
svih ispitivanih sojeva izuzev Nostoc 2S7B, sadrţaj -linoleinske kiseline bio veći u 
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azotofiksirajućim uslovima kultivacije. Odnos polinezasićenih/zasićenih masnih kiselina se 
moţe koristiti za brzu procenu masnokiselinskih profila analiziranih uzoraka, pri ĉemu veća 
vrednost ovog odnosa podrazumeva više zdravstvenih koristi (Ambrozova i sar., 2014). U 
tom pogledu, kao sojevi sa najvećim odnosom bi se mogli izdvojiti Nostoc 2S1 (2,46), Nostoc 
2S3B (2,39), Nostoc S8 (2,02/2,19) i Anabaena Ĉ2 (2,03). Sojevi roda Spirulina su imali 
manji odnos (1,27/1,39), ali su registrovane vrednosti ipak bile veće u poreĊenju sa 
vrednostima dobijenim za uzorke vrste S. platensis (od 0,46 - 0,74) u istraţivanju Ambrozove 
i sar. (2014).  
Dobijeni rezultati masnokiselinskog profila pokazuju da svi ispitani sojevi produkuju 
masne kiseline za koje su drugi autori dokazali zdravstveno korisne efekte, meĊu kojima su 
od naroĉitog znaĉaja γ-linolenska, detektovana kod sojeva roda Spirulina i -linoleinska, 
detektovana kod azotofiksirajućih sojeva rodova Nostoc i Anabaena. Dobijeni rezultati takoĊe 
pokazuju da je kod skoro svih sojeva sadrţaj polinezasićenih masnih kiselina bio veći u 
odnosu na sadrţaj zasićenih i mononezasićenih masnih kiselina, pri ĉemu najveći sadrţaj 
polinezasićenih masnih kiselina karakteriše soj Nostoc 2S3B. Dobijeni rezultati takoĊe 
pokazuju znaĉaj azotofiksirajućih uslova kultivacije u produkciji -linoleinske kiseline. 
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5.4. HPLC-MS/MS ANALIZA ODABRANIH FENOLNIH JEDINJENJA 
ISPITIVANIH SOJEVA CIJANOBAKTERIJA 
 
 
U cilju utvrĊivanja kvalitativnog i kvantitativnog sadrţaja 44 odabranih fenolnih 
jedinjenja u ekstraktima testiranih cijanobakterijskih sojeva, primenjena je optimizovana 
metoda za analizu 14 fenolnih kiselina, 25 flavonoida, 3 kumarina i 2 lignana. Rezultati 
skrininga fenolnih jedinjenja u ispitivanim sojevima kultivisanih u azotofiksirajućim i 
neazotofiksirajućim uslovima prikazani su u Tabelama 12 i 13. 
Kod testiranih cijanobakterijskih ekstrakata detektovano je ukupno osam fenolnih 
jedinjenja, sa ukupnim sadrţajem u opsegu od 14,86 µg/g suve mase kod soja Anabaena Ĉ2 
do 701,69 µg/g suve mase kod soja Nostoc 2S7B. UtvrĊeno je prisustvo tri fenolne kiseline - 
hinske, hlorogene i galne, i pet flavonoida - katehina, epikatehina (flavanoli), rutina, 
kemferola (flavonoli) i apiina (flavon glikozid).  
 
 
Tabela 12. Sadrţaj odabranih fenolnih komponenti u ekstraktima cijanobakterijskih sojeva 
kultivisanih u azotofiksirajućim uslovima, izraţenim u μg/g suve mase 
Cijanobakterijski 
soj 
Galna 
kiselina 
Hinska 
kiselina 
Hlorogena 
kiselina 
Katehin Epikatehin Kemferol Rutin Apiin 
Ukupan 
sadržaj 
Nostoc 2S7B 77,59 594,43 n.d. 29,67 n.d. n.d. n.d. n.d. 701,69 
Nostoc 2S9B n.d. 114,15 n.d. 25,55 n.d. n.d. n.d. n.d. 139,70 
Nostoc 2S3B n.d. 16,74 n.d. 31,15 n.d. 2,94 n.d. n.d. 50,83 
Nostoc 2S1 n.d. 55,25 n.d. 22,53 n.d. n.d. n.d. n.d. 77,78 
Anabaena Ĉ2 n.d. n.d. n.d. 14,86 n.d. n.d. n.d. n.d. 14,86 
Anabaena Ĉ5 n.d. n.d. n.d. 19,48 n.d. n.d. n.d. n.d. 19,48 
n.d.-nije detektovano  
 
 
Tabela 13. Sadrţaj odabranih fenolnih komponenti u ekstraktima cijanobakterijskih sojeva 
kultivisanih u neazotofiksirajućim uslovima, izraţenim u μg/g suve mase 
Cijanobakterijski 
soj 
Galna 
kiselina 
Hinska 
kiselina 
Hlorogena 
kiselina 
Katehin Epikatehin Kemferol Rutin Apiin 
Ukupan 
sadržaj 
Nostoc 2S7B n.d. 70,83 n.d. 22,15 n.d. 1,83 n.d. n.d. 94,81 
Nostoc 2S9B 81,84 347,47 9,55 28,55 n.d. 1,92 2,38 3,44 475,15 
Nostoc 2S3B n.d. 39,75 n.d. 17,95 n.d. 2,56 n.d. n.d. 60,26 
Nostoc 2S1 n.d. 39,75 n.d. 19,1 n.d. n.d. n.d. n.d. 58,85 
Nostoc S8 n.d. 59,49 n.d. 30,04 29,82 n.d. n.d. n.d. 119,35 
Nostoc LC1B n.d. 37,55 n.d. 26,31 n.d. n.d. n.d. n.d. 63,86 
Anabaena Ĉ2 n.d. n.d. n.d. 18,72 n.d. n.d. n.d. n.d. 18,72 
Anabaena Ĉ5 n.d. 108,48 n.d. 35,19 n.d. n.d. n.d. n.d. 143,67 
Spirulina S1 n.d. n.d. n.d. 24,05 n.d. n.d. n.d. n.d. 24,05 
Spirulina S2 n.d. n.d. n.d. 24,05 n.d. n.d. n.d. n.d. 24,05 
n.d.-nije detektovano  
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Kod većine sojeva, najzastupljenije fenolno jedinjenje bila je hinska kiselina, sa 
najvećim sadrţajem od 594,43 µg/g suve mase kod soja Nostoc 2S7B, dok je visok sadrţaj 
pronaĊen i kod sojeva Nostoc 2S9B (347,47 µg/g suve mase) i Anabaena Ĉ5 (108,47 µg/g 
suve mase). Sliĉno dobijenim rezultatima, Babić i sar. (2015) su detektovali hinsku kiselinu 
kod tri od pet testiranih cijanobakterijskih sojeva, Phormidium M1 (502 µg/g suve mase), 
Nostoc M1 (33 µg/g suve mase) i Oscillatoria M2 (12,6 µg/g suve mase), dok je Babaoğlu 
Aydaş i sar. (2013) nisu registrovali kod sojeva roda Synechocystis. Hinska kiselina je u 
prirodi uglavnom zastupljena u obliku estara, ukljuĉujući hlorogenu kiselinu (Pero i Lund, 
2009). Kod sojeva ispitanih u ovom radu, hlorogena kiselina je detektovana samo kod soja 
Nostoc 2S9B (9,54 µg/g suve mase), dok u nekim ranijim istraţivanjima nije registrovana kod 
cijanobakterija (Babaoğlu Aydaş i sar., 2013; Babić i sar., 2015; Ijaz i Hasnain, 2016), a kod 
vrste Anabaena doliolum je detektovana u nanogramskim koliĉinama (Onofrejová i sar., 
2010). Sa druge strane, sadrţaj galne kiseline koja je pronaĊena kod dva soja roda Nostoc 
(2S7B i 2S9B) od 77,59 i 81,84 µg/g suve mase je sliĉan sadrţaju koji je detektovan kod soja 
Phormidium M1 (84,9 µg/g suve mase) (Babić i sar., 2015). U istraţivanju koje su sproveli 
Ijaz i Hasnain (2016) kod soja Leptolyngbya sp. SI-SM galna kiselina je detektovana u većem 
sadrţaju, od 205,4 µg/g suve mase, dok se u ostalim uzorcima kretala u opsegu od 2,53 do 
61,4 µg/g suve mase, a Babaoğlu Aydaş i sar. (2013) su je kod dva soja roda Synechocystis 
detektovali u sadrţaju manjem od 10 µg/g suve mase. Registrovane koliĉine galne kiseline 
kod cijanobakterija testiranih u ovom radu i navedenim istraţivanjima su mnogo više u 
odnosu na one zabeleţene u nekim istraţivanjima kod eukariotskih mikroalgi (Machu i sar., 
2015; Safafar i sar., 2015), kod kojih je registrovano ≤5 µg/g suve mase. Iako su hlorogena i 
galna kiselina bile meĊu najzastupljenijim fenolnim komponentama kod vrsta Spirulina 
maxima (Abd El-Bakky i sar., 2009) i S. platensis (Shalaby i Shanab, 2013), ove kiseline nisu 
pronaĊene kod sojeva roda Spirulina testiranih u ovoj tezi.  
Najzastupljeniji flavonoid kod svih sojeva testiranih u ovoj tezi bio je katehin, sa 
sadrţajem u opsegu od 14,86 do 35,19 µg/g suve mase. Sa druge strane, Machu i sar. (2015) 
su meĊu 9 algalnih prehrambenih proizvoda samo kod dva detektovali katehin, dok je 
najzastupljenije fenolno jedinjenje bio epikatehin, koji je u ovoj tezi detektovan samo kod 
soja Nostoc S8. Dobijeni rezultati bi mogli da ukaţu na favorizovanu sintezu katehina u 
odnosu na epikatehin kod cijanobakterija, što zahteva dodatna i detaljnija biohemijska 
ispitivanja. Tako su Shalaby i Shanab (2013) registrovali samo katehin kod vrste S. platensis 
(32,32 µg/g suve mase), dok Babić i sar. (2015) kod ispitivanih cijanobakterija nisu 
detektovali ova dva jedinjenja. Sadrţaj kemferola koji je detektovan kod tri soja roda Nostoc 
(2S7B, 2S9B, 2S3B), od 1,83 do 2,94 µg/g suve mase, je sliĉan sadrţaju koji su Babić i sar. 
(2015) detektovali kod sojeva Nostoc M1 i Anabaena M2 (1,08 i 1,23 µg/g suve mase), a Abd 
El-Bakky i sar. (2009) kod uzorka vrste Spirulina maxima (od 1,33 do 7,38 µg/g suve mase). 
Iako je rutin detektovan jedino kod soja Nostoc 2S9B (2,38 µg/g suve mase) u sliĉnom 
sadrţaju koji su Babić i sar. (2015) registrovali kod sojeva Nostoc M1 i Phormidium M1 (4,52 
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i 2,21 µg/g suve mase), u istraţivanju Ijaz-a i Hasnain-a (2016) rutin je bio meĊu 
najzastupljenijim fenolnim komponentama cijanobakterija sa sadrţajem do 176,2 µg/g suve 
mase. Apiin, koji je pronaĊen jedino kod soja Nostoc 2S9B, nije detektovan kod 
cijanobakterija u istraţivanjima prethodno navedenih autora.  
Najzastupljenija fenolna komponenta kod većine sojeva bila je hinska kiselina, koja 
predstavlja glavni intermedijer u biosintetiĉkom putu većine aromatiĉnih jedinjenja. Pored 
hinske, utvrĊeno je prisustvo i galne kiseline kod dva soja i hlorogene kiseline kod samo 
jednog soja. Dobijeni rezultati sadrţaja fenolnih jedinjenja se razlikuju od onih koje su drugi 
autori zabeleţili kod cijanobakterija. Tako su Babaoğlu Aydaş i sar. (2013) kod sojeva roda 
Synechocystis kao glavna jedinjenja registrovali galnu, trans-cimetnu, p-kumarinsku i ferulnu 
kiselinu, dok su za vrstu Spirulina maxima Miranda i sar. (1998) kao glavna fenolna 
jedinjenja konstatovali salicilnu, trans-cimetnu, sinapinsku, hlorogenu, hinsku i kafenu 
kiselinu. Do sliĉnih rezultata su došli Abd El-Bakky i sar. (2009) koji su kod ove vrste 
detektovali galnu, hlorogenu, cimetnu, p-OH-benzoevu, hinsku, kafenu, vanilinsku i ferulnu 
kiselinu. Sa druge strane, najzastupljenije komponente meĊu odabranim fenolima 
cijanobakterija u istraţivanju Ijaz-a i Hasnain-a (2016) bile su rutin, orcinol, floroglucinol, 
taninska i protokatehinska kiselina. Za razliku od rezultata navedenih grupa autora, u ovoj tezi 
pored hinske kiseline koja je detektovana u najvećem sadrţaju, katehin je bio jedino 
jedinjenje prisutno u svim testiranim sojevima, i takoĊe najzastupljeniji flavonoid. Ovakvi 
rezultati bi mogli da ukaţu na razliĉite puteve biosinteze fenola kod cijanobakterija. S 
obzirom na distribuciju, kao i koliĉine hinske kiseline i katehina i u azotofiksirajućim i u 
neazotofiksirajućim uslovima, testirani cijanobakterijski sojevi se mogu smatrati znaĉajnim 
producentima naroĉito ova dva fenolna jedinjenja. 
Produkcija fenolnih jedinjenja kod testiranih sojeva zavisila je od azotnih uslova 
kultivacije. Najveći efekat uoĉen je u sluĉaju hinske kiseline kod soja Nostoc 2S7B sa 8,4 
puta većim sadrţajem u azotofiksirajućim uslovima i soja Nostoc 2S9B sa 3 puta većim 
sadrţajem u neazotofiksirajućim uslovima, dok je sliĉan trend uoĉen i kod galne kiseline. 
TakoĊe je uoĉeno da su hlorogena kiselina, rutin i apiin, detektovani kod soja Nostoc 2S9B, 
kao i epikatehin detektovan kod soja Nostoc S8, produkovani samo u neazotofiksirajućim 
uslovima. 
Fenolna jedinjenja detektovana kod testiranih sojeva cijanobakterija su snaţni 
antioksidansi i ispoljavaju razliĉite zdravstveno korisne efekte, ukljuĉujući antikancerogeno 
delovanje. S obzirom da je antioksidativna aktivnost polifenola vezana za stepen i obrazac 
hidroksilacije, Onofrejová i sar. (2010) su dobili relativno visoke odgovore za hlorogenu (pet 
-OH grupa) kiselinu, dok galna kiselina (tri -OH grupe) hvata DPPH slobodne radikale bolje u 
odnosu na sintetiĉki antioksidans BHA (Sanchez-Moreno i sar., 1999), a rutin bolje u odnosu 
na sintetiĉki antioksidans BHT (cit. u Sakaĉ i sar., 2014). Apiin takoĊe poseduje sposobnost 
hvatanja slobodnih radikala, kao i odliĉnu in vivo antioksidativnu aktivnost kod miševa, štiteći 
nekoliko znaĉajnih organa od oksidativnog stresa (Li i sar., 2014). U biljkama i voću, katehini 
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su glavni „skevendţeri― slobodnih radikala, helatori metala i inhibitori oštećenja DNK od 
strane ROS-a kod inflamacije koţe i imunološke supresije indukovane UV zracima (Ramalho 
i sar., 2014). Efekti dijetetskog kemferola u smanjenju rizika od raznih hroniĉnih bolesti, 
posebno kancera, su opisani u mnogim istraţivanjima (Limtrakul i sar., 2005; Chen i Chen, 
2013). Rutin ispoljava mnoga farmakološka i zdravstveno korisna dejstva (cit. u Sakaĉ i sar., 
2014), dok hinska kiselina takoĊe ima širok spektar antioksidativnih svojstava i patentirana je 
kao prirodni proizvod koji štiti DNK (QuinmaxTM) (Pero i Lund, 2009).  
Dobijeni rezultati skrininga fenolnih jedinjenja su izuzetno vaţni s obzirom da o 
produkciji ovih jedinjenja kod cijanobakterija postoji svega nekoliko literaturnih navoda. 
Predstavljeni rezultati pokazuju da svi ispitani sojevi produkuju fenolne komponente koje 
ukljuĉuju fenolne kiseline i flavonoide, pri ĉemu se naroĉito istiĉu kao producenti hinske 
kiseline i katehina. Kao sojevi sa najvećim potencijalom za produkciju fenolnih jedinjenja 
izdvajaju se Nostoc 2S7B i Nostoc 2S9B. Dobijeni rezultati takoĊe pokazuju znaĉaj azotnih 
uslova kultivacije kod cijanobakterija u produkciji fenolnih jedinjenja, što je bilo naroĉito 
izraţeno kod sojeva Nostoc 2S7B i Nostoc 2S9B. U daljim istraţivanjima bi se trebala ispitati 
mogućnost povećanja produkcije fenolnih jedinjenja primenom razliĉitih uslova kultivacije. U 
daljim istraţivanjima bi svakako trebalo ispitati uticaj razliĉitih faktora rasta na kvalitativni i 
kvantitativni sadrţaj fenolnih jedinjenja, kao i mogućnost povećanja produkcije ovih 
jedinjenja primenom kombinacije razliĉitih uslova kultivacije. 
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5.5. ANTIOKSIDANTNI POTENCIJAL ISPITIVANIH SOJEVA 
CIJANOBAKTERIJA 
 
 
Antioksidantna aktivnost ispitanih etanolnih cijanobakterijskih ekstrakata odreĊena je 
primenom testova za odreĊivanje kapaciteta neutralizacije DPPH• radikala i redukcione 
sposobnosti - FRAP test. U Tabelama 14 i 15 prikazane su IC50 vrednosti (mg/mL) testiranih 
ekstrakata na neutralizaciju DPPH
• 
radikala i rezultati redukcionog potencijala izraţeni su u 
mg ekvivalenata askorbinske kiseline/g suvog ekstrakta (mg AAE/g). Antioksidantna 
aktivnost ispitanih cijanobakterijskih sojeva je odreĊena nakon kultivacije u azotofiksirajućim 
i neazotofiksirajućim uslovima. 
IC50 vrednosti ispitanih ekstrakata u DPPH testu iznose od 0,04 ± 0,01 mg/mL za soj 
Nostoc LC1B koji je ispoljio najveću sposobnost „hvatanja― DPPH• radikala, do 9,47 ± 3,61 
mg/mL za soj Nostoc 2S9B koji je ispoljio najniţu aktivnost. MeĊu najpotentnijim sojevima u 
ovom
 
testu bio je Nostoc S8 sa IC50=0,06 ± 0,01 mg/mL. Dobijena aktivnost svih testiranih 
ekstrakata je bila slabija u poreĊenju sa sintetiĉkim antioksidantom BHT (IC50=8,5 ± 0,8 
µg/mL). PoreĊenjem aktivnosti istih sojeva kultivisanih u azotofiksirajućim i 
neazotofiksirajućim uslovima, nije uoĉena statistiĉki znaĉajna razlika. 
Rezultati dobijeni u DPPH testu su u skladu sa istraţivanjem koje su sproveli Ijaz i 
Hasnain (2016) koji su kod cijanobakterija zabeleţili IC50 vrednosti u opsegu od 67,49 do 
119,6 µg/mL, kao i sa istraţivanjima Babić i sar. (2015) u kojem su IC50 vrednosti iznosile od 
30,72 do 102,47 μg/mL. Manja inhibicija DPPH radikala zabeleţena je u ekstraktima vrsta 
Lyngbya limnetica (28,32% pri 100 µg/mL) (Sharathchandra i Rajashekhar, 2013) i 
Phormidium fragile (58,1% pri 250 μg) (Mukund i sar., 2014), dok je kod nekih sojeva 
testiranih u ovoj tezi inhibicija bila znatno niţa tako da su registrovane IC50 vrednosti bile 
preko 1 mg/mL. Ipak, dobijene aktivnosti registrovane u etanolnim ekstraktima su bile mnogo  
 
 
                       Tabela 14. Antioksidativna aktivnost ekstrakata cijanobakterijskih  
                       sojeva kultivisanih u azotofiksirajućim uslovima 
Cijanobakterijski 
soj 
  DPPH test                         
IC50 (mg/mL) 
   FRAP test 
(mg AAE/g) 
Nostoc 2S7B 0,11 ± 0,00 a 12,23 ± 0,13 c 
Nostoc 2S9B 4,71 ± 0,59 b 10,22 ± 0,97 d 
Nostoc 2S3B 9,47 ± 3,61 b 9,44 ± 0,28 d 
Nostoc 2S1 1,39 ± 0,63 a 13,69 ± 1,62 c 
Nostoc S8 0,06 ± 0,01 a 11,34 ± 0,68 c 
Nostoc LC1B 0,04 ± 0,01 a 11,38 ± 0,91 c 
Anabaena Ĉ2 0,11 ± 0,01 a 12,30 ± 0,35 c 
Anabaena Ĉ5 0,12 ± 0,01 a 12,89 ± 0,43 c 
a-d u eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statistiĉki znaĉajnu razliku izmeĊu srednjih vrednosti, pri nivou 
znaĉajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa) 
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Tabela 15. Antioksidativna aktivnost ekstrakata cijanobakterijskih 
                        sojeva kultivisanih u neazotofiksirajućim uslovima 
Cijanobakterijski 
soj 
  DPPH test                         
IC50 (mg/mL) 
   FRAP test 
(mg AAE/g) 
Nostoc 2S7B 0,11 ± 0,00 a 13,28 ± 0,29 c 
Nostoc 2S9B 0,13 ± 0,00 a 9,13 ± 0,34 d 
Nostoc 2S3B 5,84 ± 2,26 b 8,36 ± 0,08 d 
Nostoc 2S1 1,76 ± 0,26 a 11,92 ± 0,41 c 
Nostoc S8 0,50 ± 0,12 a 11,20 ± 0,38 c 
Nostoc LC1B 2,11 ± 0,70 a 11,53 ± 0,47 c 
Anabaena Ĉ2 0,09 ± 0,00 a 12,64 ± 0,40 c 
Anabaena Ĉ5 0,12 ± 0,01 a 11,38 ± 0,20 c 
Spirulina S1 0,12 ± 0,00 a 21,01 ± 1.66 a 
Spirulina S2 0,10 ± 0,00 a 15,14 ± 0,12 b 
a-d u eksponentu u istoj koloni tabele ukazuju na statistiĉki znaĉajnu razliku izmeĊu srednjih vrednosti, pri nivou 
znaĉajnosti od p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa) 
 
 
više u poreĊenju sa rezultatima Milovanović (2016) u kojima je testirana aktivnost u 
metanolno/vodenim i heksanskim ekstraktima i bila u opsegu od 22 – 110 mg/mL. Sa druge 
strane, sposobnost „hvatanja― DPPH• radikala u ekstraktu vrste Plectonema boryanum pri 
koncentraciji od 50 µg/mL je bila veća u poreĊenju sa askorbinskom kiselinom (Suhail i sar., 
2011), a u ekstraktu vrste Oscillatoria agardhii je bila sliĉna sa sintetiĉkim antioksidantom 
BHA (Abd El-Aty i sar., 2014). Štaviše, IC50 vrednosti od 30,72 μg/mL kod soja Calothrix 
M2 (Babić i sar., 2015) i 26,90 μg/mL kod uzorka vrste S. platensis (Kepekçi i Saygideger, 
2012), ukazuju da su neke cijanobakterije izuzetan izvor antioksidativnih jedinjenja. Kao 
naroĉito potentan soj testiran u ovoj tezi u pogledu ispoljene antioksidativne aktivnosti 
izraţene kroz neutralizaciju DPPH radikala moţe se izdvojiti Nostoc LC1B. 
Najveći redukcioni potencijal u FRAP testu pokazao je ekstrakt soja Spirulina S1 
(21,01 ± 1,66 mg AAE/g), dok je najmanji pokazao ekstrakt soja Nostoc 2S3B (8,36 ± 0,08 
mg AAE/g). Kod svih ispitivanih sojeva redukcioni potencijal se nije statistiĉki znaĉajno 
razlikovao u zavisnosti od azotnih uslova kultivacije, ali se znaĉajno razlikovao meĊu 
pripadnicima razliĉitih rodova. Najveći redukcioni potencijal je registrovan kod sojeva roda 
Spirulina i u sluĉaju soja Spirulina S1 bio je oko 2 puta veći nego kod testiranih 
azotofiksirajućih sojeva. Ipak, redukcioni potencijal testiranih ekstrakata je bio manji u 
odnosu na sintetiĉki antioksidant BHT (25,32±2,50 mg AAE/g). U ranije sprovedenim 
istraţivanjima, zabeleţene su i veće FRAP aktivnosti cijanobakterijskih ekstrakata, od 22,48 
mg AAE/g (Babić i sar., 2015) i 35,57 µM AAE/g (Kepekçi i Saygideger, 2012). 
S obzirom da se fenolna jedinjenja smatraju najjaĉim prirodnim antioksidantima, 
izraĉunati su koeficijenti korelacije izmeĊu antioksidantnih aktivnosti i ukupnog sadrţaja 
detektovanih fenolnih jedinjenja (galna kiselina, hlorogena kiselina, hinska kiselina, katehin, 
epikatehin, kemferol, rutin, apiin) (Tabela 16). Pearsonov koeficijent korelacije pokazao je da 
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ne postoji korelacija izmeĊu antioksidantne aktivnosti i ukupnog sadrţaja detektovanih 
fenolnih jedinjenja, osim u sluĉaju sojeva kultivisanih u neazotofiksirajućim uslovima u 
FRAP testu gde je koeficijent korelacije bio znaĉajan. Takvi rezultati ukazuju na to da kod 
većine testiranih cijanobakterijskih sojeva za ispoljenu antioksidativnu aktivnost 
najverovatnije nisu odgovorna registrovana fenolna jedinjenja. 
 
 
Tabela 16. P vrednosti i Pearsonov koeficijent korelacije (r) izmeĊu antioksidativne aktivnosti 
i ukupnog sadrţaja detektovanih fenolnih jedinjenja ekstrakata azotofiksirajućih sojeva  
Azotni uslovi kultivacije  
Kapacitet „hvatanja“  
DPPH radikala 
 
  
Redukcioni 
potencijal 
  r  P vrednost   r  P  vrednost 
azotofiksirajući uslovi -0,2432 0,331 
 
 0,0580 0,819 
neazotofiksirajući uslovi -0,3022 0,151   -0,4769 0,018* 
Nivo znaĉajnosti je p<0,05 
 
 
Li i sar. (2007) su konstatovali da je kod cijanobakterija iznenaĊujuće da razliĉite vrste 
u okviru iste familije, pa ĉak i sojevi u okviru iste vrste, mogu ispoljiti veoma razliĉitu 
sposobnost „hvatanja― radikala, što se takoĊe moţe uoĉiti kod rezultata dobijenih u ovoj tezi. 
Za procenu antioksidativnog kapaciteta uzoraka preporuĉuje se kombinacija razliĉitih metoda 
zbog njihovih razliĉitih karakteristika i mehanizama reakcije (Ĉíţ i sar., 2010). Prema 
Hajimahmoodi-ju i sar. (2009) moţe se oĉekivati da se primenom testova DPPH i FRAP kod 
cijanobakterija taĉno odraţavaju svi antioksidanti u uzorku. Za razliku od DPPH testa, FRAP 
test ne moţe da detektuje jedinjenja koja „hvataju― radikale prenosom atoma vodonika, jer se 
zasniva na redukciji metala, i trebao bi uglavnom da detektuje antioksidativnu aktivnost 
polifenola (Goiris i sar., 2012). Tako su u istraţivanju koje su sproveli Hajimahmoodi i sar. 
(2009) fenoli su bili glavni nosioci ispoljenog antioksidantivnog delovanja u FRAP testu, ali 
ne i u DPPH testu. Sa druge strane, otkriveno je da specifiĉni karoteni i ksantofili takoĊe 
pokazuju znaĉajnu FRAP aktivnost (Müller i sar., 2011), tako da su Safafar i sar. (2015) kao 
glavne nosioce redukcionog potencijala kod testiranih mikroalgi registrovali karotenoide. 
Kako su u ovoj tezi testirani sojevi roda Spirulina, koji su prikazani kao siromašniji 
producenti fenola, ispoljili najveću FRAP aktivnost, ona bi se mogla pripisati fenolnim 
komponentama koje nisu detektovane korišćenom metodom, ili nekim drugim jedinjenjima. 
Cepoi i sar. (2009) su pretpostavili da je kod vrsta Spirulina platensis i Nostoc linckia 
antioksidantna aktivnost verovatno povezana sa znaĉajnim koliĉinama karotenoida i 
tokoferola koji su bolje ekstrahovani pri višim koncentracijama etanola (55% i 70%), dok su 
Goiris i sar. (2012) pokazali da pored fenola i karotenoida i druge komponente doprinose 
antioksidativnoj aktivnosti cijanobakterija. Štaviše, ovi organizmi bi mogli da sadrţe 
antioksidanse i fenole koji nisu prisutni kod biljaka (Li i sar., 2007; Goiris i sar., 2012). 
Cijanobakterije mogu da sintetizuju razliĉite fitohemikalije ukljuĉujući tanine, terpenoide i 
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steroide (Shalaby i Shanab, 2013; Sharathchandra i Rajashekhar, 2013), scitonemin i 
mikosporinu-sliĉne aminokiseline (MAA), isparljiva jedinjenja (Milovanović i sar., 2015), 
fikobiliproteine, polinezasićene masne kiseline, i u takvim sloţenim smešama specifiĉan 
antioksidans moţe biti regenerisan drugim antioksidansom (Miranda i sar., 1998; Goiris i sar., 
2012).  
Predstavljeni rezultati pokazuju da svi ispitani sojevi produkuju antioksidativne 
agense. Relativnim poreĊenjem rezultata dobijene antioksidantne aktivnosti zasnovane na 
neutralizaciji slobodnih radikala i transferu elektrona, kao sojevi sa najvećim antioksidantnim 
potencijalom izdvajaju se Spirulina S1 i Spirulina S2. Dobijeni rezultati takoĊe ukazuju i da 
je antioksidantna aktivnost ekstrakata najverovatnije rezultat sinergizma razliĉitih 
komponenti, koje bi mogle biti alternativa sintetiĉkim antioksidantima. U cilju preciznijeg 
odreĊivanja antioksidativnog potencijala i identifikacije jedinjenja odgovornih za ispoljenu 
aktivnost, dalje istraţivanje bi trebalo usmeriti ka detaljnijoj hemijskoj karakterizaciji 
ekstrakata testiranih sojeva cijanobakterija. 
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5.6. ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ISPITIVANIH SOJEVA 
CIJANOBAKTERIJA 
 
 
Antibakterijska aktivnost ispitanih cijanobakterijskih ekstrakata prema 8 referentnih 
bakterijskih sojeva odreĊena je primenom disk-difuzione i mikrodilucione metode. S obzirom 
da je u mnogim ranijim istraţivanjima metanol pokazan kao najbolji rastvaraĉ za ekstrakciju 
antibakterijskih agenasa cijanobakterija, metanolni ekstrakati su korišćeni u skriningu u disk-
difuzionoj metodi i u Tabelama 17 i 18 prikazane su registrovane zone inhibicije izraţene u 
mm. U cilju odreĊivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) korišćeni su metanolni i 
DMSO ekstrakti. Rezultati registrovanih MIC vrednosti predstavljeni su u Tabeli 19. 
Rezultati skrininga antibakterijske aktivnosti ispitanih cijanobakterijskih ekstrakata 
ukazali su na potencijal odreĊenih sojeva u produkciji antibakterijskih agenasa prema 
odreĊenim bakterijskim sojevima. Primenom disk-difuzione metode antibakterijska aktivnost 
je registrovana kod šest ispitivanih cijanobakterijskih sojeva: Nostoc 2S7B, Nostoc 2S1, 
Anabaena Ĉ2, Anabaena Ĉ5, Spirulina S1 i Spirulina S2, pri ĉemu su svi navedeni sojevi 
ispoljili inhibitorni efekat na više od jedan testiran bakterijski soj. Sojevi Anabaena Ĉ2, 
Nostoc 2S7B i Nostoc 2S1 su ispoljili najjaĉu aktivnost, delujući inhibitorno na po ĉetiri 
bakterijska soja, dok je soj Spirulina S2 delovao na dva soja bakterija. Nijedan od ispitivanih 
cijanobakterijskih sojeva nije pokazao antibakterijsku aktivnost na bakterije E. coli ATCC 
25922, P. mirabilis ATCC 12453, K. pneumoniae ATCC 31488 i S. aureus ATCC 25923. 
Najosetljiviji na delovanje cijanobakterijskih ekstrakata bili su bakterijski sojevi S. enteritidis 
ATCC 13076 i E. faecalis ATCC 19433 na koje je antibakterijsku aktivnost ispoljilo šest 
cijanobakterijskih sojeva, dok su na P. aeruginosa ATCC 9027 i B. subtilis ATCC 6633 
antibakterijsku aktivnost ispoljila po ĉetiri cijanobakterijska soja. Kod nekih sojeva 
produkcija antibakterijska aktivnost je zavisila od primenjenih azotnih uslova kultivacije.  
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je registrovana kod svih 6 ispitanih 
cijanobakterijskih sojeva u sluĉaju metanolnih ekstrakata za E. faecalis ATCC 19433 i soja 
Anabaena Ĉ2 za Bacillus subtilis ATCC 6633, i u svim sluĉajevima iznosila je 3 mg/mL 
(najveća testirana koncentracija metanolnih ekstrakata). Sa druge strane, nijedan testiran 
DMSO ekstrakt nije ispoljio aktivnost u ispitanom opsegu koncentracija primenom 
mikrodilucione metode, ni u najvećim testiranim koncentracijama (10 mg/mL). Registrovane 
MIC vrednosti cijanobakterijskih metanolnih ekstrakata su bile znaĉajno veće u odnosu na 
minimalne inhibitorne koncentracije dobijene testiranjem ĉistog antibiotika tetraciklina. 
Minimalna baktericidna koncentracija ispitanih ekstrakata (MBC) nije registrovana ni u 
jednom sluĉaju. Zbog toga bi se za sojeve kod kojih u opsegu testiranih koncentracija 
ekstrakata nisu utvrĊene MBC vrednost, trebalo ponoviti testiranje sa širim koncentracijskim 
opsegom ekstrakata u cilju preciznijeg utvrĊivanja da li sojevi ipak produkuju antibakterijske 
supstance, ali sa niţim sadrţajem u biomasi. 
 
 
       Tabela 17. Antibakterijska aktivnost cijanobakterijskih sojeva kultivisanih u azotofiksirajućim uslovima 
  Bakterijski soj 
Cijanobakterijski 
soj 
E. coli                
ATCC 25922 
S. enteritidis 
ATCC 13076 
P. aeruginosa 
ATCC 9027 
P. mirabilis 
ATCC 12453 
K. pneumoniae 
ATCC 31488 
B. subtilis 
ATCC 6633 
E. faecalis 
ATCC 19433 
S. aureus 
ATCC 25923 
Nostoc 2S7B - 11
*
 - - - 12 12 - 
Nostoc 2S9B - - - - - - - - 
Nostoc 2S3B - - - - - - - - 
Nostoc 2S1 - 10 - - - 12,5 13 - 
Nostoc S8 - - - - - - - - 
Nostoc LC1B - - - - - - - - 
Anabaena Ĉ2 - 11 - - - 16 14 - 
Anabaena Ĉ5 - 10 - - - - 12 - 
       *Zona inhibicije (mm) 
 
 
      Tabela 18. Antibakterijska aktivnost cijanobakterijskih sojeva kultivisanih u neazotofiksirajućim uslovima 
 
Bakterijski soj 
Cijanobakterijski 
soj 
E. coli                
ATCC 25922 
S. enteritidis 
ATCC 13076 
P. aeruginosa 
ATCC 9027 
P. mirabilis 
ATCC 12453 
K. pneumoniae 
ATCC 31488 
B. subtilis 
ATCC 6633 
E. faecalis 
ATCC 19433 
S. aureus 
ATCC 25923 
Nostoc 2S7B - 11
*
 8 - - - 11 - 
Nostoc 2S9B - - - - - - - - 
Nostoc 2S3B - - - - - - - - 
Nostoc 2S1 - 14 9 - - 7 14 - 
Nostoc S8 - - - - - - - - 
Nostoc LC1B - - - - - - - - 
Anabaena Ĉ2 - 9 10 - - - 12 - 
Anabaena Ĉ5 - 13 10 - - - 13 - 
Spirulina S1 - 10 - - - 8 18 - 
Spirulina S2 - 10 - - - - 8 - 
      *Zona inhibicije (mm) 
 
 
Kao doprinos naporima koji se ulaţu za otkrivanje novih prirodnih jedinjenja efikasnih 
protiv bakterija, u ovom istraţivanju ispitan je potencijal autohtonih sojeva cijanobakterija. 
Rezultati antibakterijskog skrininga pokazuju da većina testiranih sojeva (60%) ispoljava 
antibakterijsku aktivnost, sa dijametrima zona inhibicije od 7 do 18 mm. Ipak, kod nekih 
testiranih ekstrakata nisu uoĉene zone inhibicije, ili su bile male, što bi moglo biti zbog 
niskog difuzionog potencijala njihovih aktivnih komponenti u agarizovanoj podlozi 
(Najdenski i sar., 2013), kao i zbog niskog sadrţaja/odsustva aktivnih jedinjenja u biomasi tj. 
ekstraktu. Sa druge strane, kada su testirani u teĉnoj podlozi (mesopeptonski bujon), većina 
uzoraka nije pokazala aktivnost ni pri visokim koncentracijama ekstrakata. Ipak, moţe se 
uoĉiti da je najveća aktivnost u disk-difuzionoj metodi ispoljena na bakterijski soj E. faecalis 
ATCC 19433, kao i na B. subtilis ATCC 6633 od strane soja Anabaena Ĉ2, i da su upravo u 
ovim kombinacijama u mikrodilucionoj metodi registrovane MIC vrednosti. 
Prethodna istraţivanja pokazuju ogroman potencijal cijanobakterija za produkciju 
antibakterijskih agenasa. U istraţivanju koje su sproveli Jaki i sar. (1999) 49% testiranih 
sojeva cijanobakterija je produkovalo antimikrobna jedinjenja, dok su Svirĉev i sar. (2008) 
kod 41% testiranih sojeva iz rodova Anabaena i Nostoc registrovali produkciju 
antibakterijskih agenasa, ukljuĉujući ekstracelularne i intracelularne supstance. Do sliĉnih 
podataka su došli i Silva-Stenico i sar. (2011) koji su kod 48% testiranih brazilskih izolata 
(redovi Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales, Stigonematales) registrovali odgovor 
protiv većine testiranih bakterija. Pripadnici rodova Nostoc i Anabaena su pokazani kao 
producenti antibakterijskih agenasa u nekoliko prethodnih istraţivanja (El-Sheekh, 2006; 
Svirĉev i sar., 2008; Guedes i sar., 2011), kao i pripadnici roda Spirulina (Kaushik i Chauhan, 
2008; Kumar i sar., 2011), što je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj tezi. Metanolski 
ekstrakti nekih sojeva testirani u ovom istraţivanju su pokazali  znaĉajnu aktivnost prema 
razliĉitim bakterijama. U istraţivanju drugih autora (Ozdemir i sar., 2004; Kaushik i Chauhan, 
2008) je takoĊe u razliĉitim sirovim ekstraktima cijanobakterija registrovana aktivnost prema 
razliĉitim patogenima. Kaushik i Chauhan (2008) su registrovali najsnaţniju antimikrobnu 
aktivnost upravo u metanolskom ekstraktu u odnosu na heksanski, etil-acetatni i 
dihlorometanski, dok su Ozdemir i sar. (2004) registrovali veću aktivnost u metanolnim 
ekstraktima u poreĊenju sa isparljivim komponentama. U poreĊenju sa rezultatima drugih 
autora, registrovane zone inhibicije u ovom istraţivanju su bile manje u odnosu na zabeleţene 
za S. aureus od 24 mm i S. typhimurium od 22 mm (Kumar i sar., 2011), dok su za razliĉite 
tipove ekstrakata S. platensis Kaushik i Chauhan (2008) zabeleţili zone inhibicije od 4,45 – 
15,21 mm. U istraţivanju ovih autora sve testirane bakterije (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, 
S. typhi) izuzev K. pneumoniae su pokazale osetljivost na metanolski ekstrakt S. platensis. 
Ipak, pomenuti autori su za ispitane cijanobakterijske uzorke registrovali MIC vrednosti od 
128 do 512 μg/mL. Najdenski i sar. (2013) su takoĊe kod testiranih uzoraka cijanobakterija 
zabeleţili mnogo niţe MIC vrednosti u poreĊenju sa MIC vrednostima zabeleţenim u ovoj 
tezi, koje su dostizale 125 µg/mL.  
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Tabela 19. Antibakterijska aktivnost metanolnih i DMSO ekstrakata cijanobakterijskih sojeva 
kultivisanih u azotofiksirajućim uslovima (MIC, mg/mL) koji su ispoljili antibakterijsku 
aktivnost 
 
Bakterijski soj 
Cijanobakterijski 
soj 
S. enteritidis 
ATCC 13076 
P. aeruginosa 
ATCC 9027 
B. subtilis                
ATCC 6633 
E. faecalis 
ATCC 19433 
  M D M D M D M D 
Nostoc 2S7B - - - - - - 3 - 
Nostoc 2S1 - - - - - - 3 - 
Anabaena Ĉ2 - - - - 3 - 3 - 
Anabaena Ĉ5 - - - - - - 3 - 
Spirulina S1 - - - - - - 3 - 
Spirulina S2 - - - - - - 3 - 
 M – metanolni ekstrakt, D – DMSO ekstrakt 
 
 
U cilju utvrĊivanja koja jedinjenja bi mogla biti nosioci ispoljene aktivnosti, 
neophodna su dalja ispitivanja sa razliĉitim frakcijama ekstrakata testiranih cijanobakterijskih 
sojeva. Kao što je već spomenuto, mnogi autori antibakterijsku aktivnost cijanobakterija 
povezuju sa razliĉitim masnim kiselinama, od kojih su sve one (γ-linolenska, -linoleinska, 
palmitinska, linolna, oleinska) detektovane kao dominantne masne kiseline kod ispitivanih 
sojeva u ovoj tezi. U istraţivanju koje su sproveli Najdenski i sar. (2013), ekstrahovane masne 
kiseline svih testiranih cijanobakterija su pokazale antibakterijsku aktivnost. Iako taĉan 
mehanizam mikrobicidnog efekta masnih kiselina nije u potpunosti razjašnjen, dokazan je 
efekat na oštećenje ćelijske membrane (Mostafa i sar., 2012; Najdenski i sar., 2013). Pored 
masnih kiselina kao potencijalna antibakterijska jedinjenja, u ovom istraţivanju su kod svih 
sojeva detektovani fikobiliproteinski pigmenti za koje je takoĊe utvrĊena antibakterijska 
aktivnost. C-fikocijanin (C-PC) iz vrste S. platensis je identifikovan kao snaţan agens prema 
razliĉitim patogenima - E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa i S. aureus (Sarada i sar., 
2011).  
Predstavljeni rezultati pokazuju da ispitivani sojevi cijanobakterija: Nostoc 2S7B, 
Nostoc 2S1, Anabaena Ĉ2, Anabaena Ĉ5, Spirulina S1 i Spirulina S2 mogu predstavljati 
potencijalno znaĉajan izvor prirodnih antibakterijskih jedinjenja. U cilju preciznijeg 
odreĊivanja potencijala za produkciju antibakterijskih agenasa, dalje istraţivanje bi trebalo da 
ukljuĉi ispitivanje drugih tipova ekstrakata na veći broj bakterijskih sojeva, frakcionisanje 
ekstrakata kao i detaljniju hemijsku karakterizaciju biaktivnih komponenti.  
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5.7. ANTIKANCEROGENA AKTIVNOST – ISPITIVANJE CITOTOKSIĈNOG 
EFEKTA SOJEVA CIJANOBAKTERIJA 
 
Antikancerogena aktivnost sojeva cijanobakterija testirana je u eseju sa ćelijskom 
linijom humanog hepatocelularnog karcinoma - HepG2. Antikancerogena aktivnost ispitanih 
cijanobakterijskih ekstrakata odreĊena je primenom MTT testa, zasnovanim na enzimskoj 
redukciji 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromida (MTT) do plavo obojenog 
formazana u mitohondrijama. Na Slici 34 prikazane su dozno-zavisne krive sa LC50 
vrednostima (µg/mL) ekstrakata testiranim na ćelijskoj liniji HepG2.   
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Slika 34. Preţivljavanje HepG2 ćelija eksponiranih ekstraktima testiranih sojeva 
cijanobakterija.  (a) – Nostoc 2S7B, (b) - Nostoc 2S9B, (c) – Nostoc 2S3B, (d) - Nostoc 2S1, 
(e) – Nostoc S8, (f) - Nostoc LC1B, (g) - Anabaena Ĉ2, (h) - Anabaena Ĉ5, (i) - Spirulina S1, 
(j) - Spirulina S2. Pozitivna kontrola (Paclitaxel) je prikazana na slici k. Rezultati su izraţeni 
kao srednja vrednost procenta vijabilnosti ± SD iz tri nezavisna eksperimenta uraĊena u tri 
ponavljanja.  
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Svi testirani sojevi ispoljili su citotoksiĉni efekat na ćelijsku liniju humanog 
hepatocelularnog karcinoma, izazivajući znaĉajno smanjenje aktivnosti mitohondrijske 
dehidrogenaze i produkcije formazana. Vijabilnost ćelija se smanjivala sa povećanjem 
koncentracije kod ekstrakata svih testiranih sojeva cijanobakterija i LC50 vrednosti su bile u 
opsegu od 37,76 µg/mL (razblaţenje 1:5296) za soj Nostoc LC1B koji je pokazao najveću 
antikancerogenu aktivnost (Slika 34f) do 534 µg/mL (razblaţenje 1:375) za soj Nostoc 2S9B 
koji je ispoljio najslabiju antikancerogeni efekat. Kod svih testiranih sojeva izuzev Nostoc 
2S9B, LC50 vrednost je bila ispod 200 µg/mL, ukazujući na znaĉajnu citotoksiĉnu aktivnost 
sojeva. Dobijena aktivnost svih testiranih ekstrakata je bila slabija u poreĊenju sa onom koja 
je registrovana za pozitivnu kontrolu, paclitaxel, što je bilo i oĉekivano. Ipak, moţe se uoĉiti 
da su registrovane LC50 vrednosti odreĊenih sojeva bile sliĉne sa LC50 dobijenom za 
paclitaxel, naroĉito soja Nostoc LC1B koja je bila oko 2 puta viša, što ukazuje na snaţnu 
citotoksiĉnu aktivnost ovog ekstrakta. Na Slici 35 predstavljen je izgled ćelija nakon 
ekspozicije ekstraktima odreĊenih sojeva cijanobakterija, pri ĉemu je moguće uoĉiti 
izmenjenu morfologiju HepG2 ćelija nakon delovanja esktrakata cijanobakterijskih sojeva. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 35. Izgled HepG2 ćelija humanog hepatocelularnog karcinoma nakon 24-ĉasovne 
ekspozicije ekstraktima cijanobakterija koncentracije 2 mg/mL. (a) - kontrola, (b) - ćelije 
eksponirane ekstraktu soja Nostoc LC1B, (c) - ćelije eksponirane ekstraktu soja Spirulina S1, 
(d)  ćelije eksponirane ekstraktu soja Nostoc 2S7B. 
  
 
 
a b 
c d 
 Doktorska disertacija          Dajana Kovač 
 
95 
 
Sliĉno dobijenim rezultatima, Costa i sar. (2014) su kod 46% testiranih 
cijanobakterijskih sojeva detektovali aktivnost prema HepG2 ćelijskoj liniji. Štaviše, ova 
grupa autora je testirala 28 sojeva cijanobakterija na 8 ćelijskih linija humanih karcinoma i 
utvrdila da je većina ispitanih sojeva ispoljila citotoksiĉan efekat na najmanje jednoj ćelijskoj 
liniji, pri ĉemu su sojevi Leptolyngbya fragilis LEGE 07167 i Synechocystis salina LEGE 
06155 okarakterisani kao sojevi sa najvećom antikancerogenom aktivnošću. Ovi autori su 
testirali ekstrakte u koncentracijama od 1, 10 i 100 µg/mL, i u mnogim sluĉajevima utvrdili 
citotoksiĉni efekat samo za koncentraciju od 100 µg/mL. Navedena koncentracija je pokazana 
kao najefikasnija u skriningu koji su sproveli Leao i sar. (2013), koji su ekstrakte marinskih 
cijanobakterija testirali u nekoliko ekološki relevantnih bioeseja. Shanab i sar. (2012) su 
takoĊe testirali vodene ekstrakte cijanobakterija u koncentraciji od 100 µg/mL u HepG2 i 
EACC ćelijskim linijama, u kojima su registrovali antitumorsku efikasnost u opsegu od 9,5-
89,4% i od 15,68-87,25% respektivno, pri ĉemu su najveću aktivnost u obe ćelijske linije 
ispoljili sojevi vrsta Nostoc muscorum i Oscillatoria sp. U skladu sa istraţivanjima ovih grupa 
autora, svi sojevi testirani u ovoj tezi izuzev Nostoc 2S1 su ispoljili citotoksiĉnu aktivnost pri 
koncentraciji od 100 µg/mL. Sa druge strane, u istraţivanju Yang-a i sar. (2011), ekstrakti 
vrsta Spirulina platensis i Nostoc commune var. sphaeroides su ispoljili nisku aktivnost prema 
HepG2 ćelijskoj liniji, i pri koncentraciji od 500 µg/mL vijabilnost ćelija je bila od 70-80%. 
Ovi autori su testirali heksanske, hloroformske, metanolske i vodene ekstrakte, dok su u ovoj 
tezi korišćeni sirovi ekstrakti (DMSO) inicijalno rastvoreni u smeši dihlorometana i metanola. 
U istraţivanju koje su sproveli Costa i sar. (2014) upravo su sirovi ekstrakti dobijeni u smeši 
dihlorometana i metanola ispoljili veću bioaktivnost u poreĊenju sa naknadno dobijenim 
frakcijama (heksan, etil-acetat, metanol). Dobijene rezultate objasnili su prisustvom smeše 
razliĉitih bioaktivnih jedinjenja, koja se gube frakcionisanjem. Sa druge strane, s obzirom da 
u MTT testu rezultati u velikoj meri zavise od mitohondrijalne aktivnosti, ukoliko je njihova 
aktivnost poremećena rezultati mogu ukazati na to da ćelije nisu ţive ili ne proliferišu, što 
realno nije sluĉaj (Kaišarević, 2009). TakoĊe se moţe propustiti efekat nekih citotoksiĉnih 
metabolita koji bi mogli uticati na druge ćelijske organele, bez ometanja funkcija 
mitohondrija (Weyermann i sar., 2005). Pored toga, citotoksiĉni efekti se mogu javiti u 
razliĉitim vremenskim intervalima i inicijalno uticati na mitohondrije, a kasnije i na 
membrane Costa i sar. (2014). 
Antikancerogena aktivnost cijanobakterija se pripisuje razliĉitim jedinjenjima. Kao što 
je navedeno, fenolna jedinjenja se smatraju snaţnim antioksidansima koji uĉestvuju u 
prevenciji širokog spektra oboljenja, ukljuĉujući kancer. Za fenolna jedinjenja koja su 
detektovana kod testiranih sojeva cijanobakterija, katehin (najzastupljeniji flavonoid kod svih 
testiranih sojeva), kemferol (detektovan kod sojeva Nostoc 2S7B, 2S9B i 2S3B), apiin i 
hlorogenu kiselinu (detektovani kod soja Nostoc 2S9B) je dokazano da ispoljavaju 
antikancerogenu aktivnost. Pokazano je da bi katehin hidrat mogao biti alternativni lek za rak 
grlića materice (Al-Hazzani i sar., 2011), dok su efekti dijetetskog kemferola u smanjenju 
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rizika od raznih hroniĉnih bolesti, posebno kancera, takoĊe opisani (Limtrakul i sar., 2005; 
Chen i Chen, 2013). Limtrakul i sar. (2005) su pokazali da kemferol smanjuje otpornost KB 
ćelija kancera (KB-V1) na antikancerogene lekove vinblastin i paklitaksel smanjenjem i 
ekspresije i funkcije P-glikoproteina (P-gp), ĉime pomaţe u prevenciji od kancera. Apigenin 
(aglikon apiina) obezbeĊuje zaštitu protiv širokog spektra kancera (Lefort i Blay, 2013), dok 
je i za hlorogenu kiselinu pokazano potencijalno preventivno antikancerogeno delovanje (cit. 
u Miranda i sar., 1998).  
Shanab i sar. (2012) su pretpostavili da bi ispoljena antikancerogena aktivnost  
vodenih cijanobakterijskih ekstrakata registrovania prema HepG2 i EACC ćelijama mogla biti 
rezultat velikog sadrţaja fikobiliproteinskih pigmenata, sekundarnih metabolita (terpenoida, 
fenola, alkaloida) i polisaharida, s obzirom da su ekstrahovana visoko polarna jedinjenja. 
Wang i sar. (2007) su takoĊe zabeleţili da su vodeni ekstrakti crvenih algi koje su sadrţale 
uglavnom c-fikocijanin (C-PC) ispoljili veću antiproliferativnu aktivnost, indukujući 
formiranje apoptotskih tela. Ovi autori su objasnili da fikocijanin interaguje sa membranski 
vezanim B-tubulinom i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazom (GAPDH), izazivajući 
polimerizaciju mikrotubula i aktinskih filamenata, što vodi do zaustavljanja ćelijskog ciklusa 
u G0/G1 fazi. Pokazano je da ovaj pigment smanjuje aktivnost agensa tumorskih ćelija СоХ-
2, smanjuje rast ćelija humane leukemije, i u krvnoj plazmi miševa smanjuje nivo faktora 
nekroze tumora. Osim toga, zajedno sa porfirinima se moţe koristiti kao fotosenzibilizator  u 
laserskoj terapiji karcinoma koţe (Stadnichuk i Tropin, 2017). Shodno navedenim 
istraţivanjima, C-PC koji je detektovan kod svih cijanobaktrija u ovom istraţivanju, bi se 
takoĊe mogao povezati sa ispoljenom antikancerogenom aktivnošću. Sve to svakako zahteva 
dodatna istraţivanja u cilju preciznijeg odreĊivanja jedinjenja odgvornih za ispoljen efekat. 
Predstavljeni rezultati pokazuju da svi ispitani sojevi cijanobakterija ispoljavaju aktivnost 
prema HepG2 ćelijama humanog karcinoma, pri ĉemu se kao sojevi sa najvećim 
citotoksiĉnim potencijalom naroĉito izdvajaju Nostoc LC1B i Nostoc 2S7B. Dobijeni rezultati 
su pokazali da ekstrakti ispitivanih sojeva cijanobakterija predstavljaju znaĉajan izvor 
antikancerogenih agenasa koji bi mogli biti vaţni u ispitivanju i primeni potencijalnih 
terapeutika u leĉenju odreĊenih tipova kancera. Ova ĉinjenica ide u prilog nastavku 
istraţivanja na ovom polju, kako bi se utvrdilo koja jedinjenja su nosioci antikancerogene 
aktivnosti. 
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5.8. ISPITIVANJE TOKSIĈNOSTI SOJEVA CIJANOBAKTERIJA 
 
 
1) Toksiĉnost sojeva cijanobakterija detektovana u bioesejima 
 
 
U cilju detekcije toksiĉnih sojeva cijanobakterija korišćeni su bioeseji  Artemia salina, 
Daphnia magna, test sa embrionima zebrice (Danio rerio, DarT), kao i riblja ćelijska linija 
RTL-W1 (ćelije jetre kalifornijske pastrmke, Onchorhynchus mykiss). U Tabeli 20 prikazane 
su LC50 vrednosti (µg/mL) testiranih metanolnih i DMSO ekstrakata registrovane u 
primenjenim esejima nakon perioda ekspozicije od 24 h i 48 h.  
Toksiĉnost testiranih sojeva cijanobakterija se razlikovala kako u zavisnosti od soja, 
tipa ekstrakta, vremena ekspozicije, tako i u zavisnosti od primenjenog eseja. U većini 
sluĉajeva zabeleţena je dozna zavisnost kao i vremenska zavisnost u ispoljavanju toksiĉnosti 
testiranih sojeva cijanobakterija.  
Rezultati dobijeni u bioeseju A. salina ukazuju na toksiĉnost odreĊenih sojeva, sa LC50 
vrednostima u opsegu od 1530 µg/mL za soj Anabaena Ĉ2 koji je ispoljio najveću toksiĉnost, 
do 4870 µg/mL za soj Nostoc 2S1. Znaĉajan nivo toksiĉnosti ispoljio je i soj Nostoc 2S3B sa 
LC50=2360 µg/mL. Dozno-zavisne krive ekstrakata koji su ispoljili toksiĉnost u bioeseju A. 
salina date su u Prilogu 1. 
Bioesej A. salina se ĉesto koristi u skriningu toksiĉnosti cijanobakterija i pokazao se 
kao naroĉito znaĉajan za detekciju ukupne, akutne toksiĉnosti u kombinaciji sa drugim 
metodama. Ovaj test organizam je pokazao senzitivnost na razliĉite cijanotoksine, ukljuĉujući 
mikrocistine (Lee i sar., 1999; Akin-Oriola i Lawton, 2006; Douma i sar., 2009), nodularin 
(Agrawal i sar., 2012), cilindrospermopsin (Metcalf i sar., 2002) i anatoksin-a (Lahtl i sar., 
1995). Štaviše, Lee i sar. (1999) su konstatovali sliĉnu osetljivost bioeseja A. salina i bioeseja 
u kojem se koriste kao test organizmi miševi. Sliĉno rezultatima dobijenim u ovom 
istraţivanju, Metcalf i sar. (2002) su u bioeseju A. salina kod cijanobakterijskih ekstrakata 
detektovali LC50 vrednosti u opsegu od 1000 do ˃20000 µg/mL, pri ĉemu su za toksin-
produkujuće sojeve ove vrednosti bile u opsegu od 1000 - 2210 µg/mL, dok su Mohamed i 
sar. (2006) nakon 24 h registrovali LC50 vrednosti u opsegu od 2300 - 16200 µg/mL. U cilju 
ispitivanja toksiĉnosti vodenih sojeva cijanobakterija izolovanih sa podruĉja Vojvodine, u 
istraţivanju Simeunović (2009) registrovana je visoka korelaciju izmeĊu sadrţaja 
mikrocistina i mortaliteta u bioeseju A. salina, pri ĉemu su LC50 vrednosti bile u opsegu od 
240 do 3890 µg/mL i identifikovano je nekoliko veoma toksiĉnih sojeva. U istraţivanju Akin-
Oriola-e i Lawton-a (2006), LC50 vrednost najtoksiĉnijeg soja iznosila je 800 µg/mL (18 h), 
dok su Lee i sar. (1999) za odreĊivanje toksiĉnosti koristili minimalnu koncentraciju ekstrakta 
koja ubija sve jedinke za 24 h, i ona je varirala od 5000 do ˃100000 µg/mL. PoreĊenjem 
rezultata dobijenih u ovom radu sa rezultatima navedenih grupa autora, moţe se konstatovati  
 
 
 
 
Tabela 20. LC50 vrednosti (µg/mL) cijanobakterijskih ekstrakata u bioesejima nakon 24 h i/ili 48 h  
Cijanobakterijski 
soj 
  
           Artemia salina                           Daphnia magna 
  
DarT 
 
RTL-W1  
          24 h           48 h         24 h            48 h   24 h        48 h  
24 h 
  M D   M D   M D   M D D          D      D 
Nostoc 2S7B - - 
 
- - 
 
- - 
 
- - - 
 
- 
  
Nostoc 2S9B - - 
 
- - 
 
- - 
 
- - - 
 
- 
 
- 
Nostoc 2S3B - - 
 
2360 - 
 
- - 
 
- - - 
 
LC100=50  
- 
Nostoc 2S1 4330 - 
 
4870 - 
 
- - 
 
- 102 - 
 
- 
 
- 
Nostoc S8 - - 
 
4050 - 
 
110 - 
 
110 - - 
 
43,7 
 
- 
Nostoc LC1B 4690 - 
 
4320 - 
 
- - 
 
- 66,4 100 
 
87 
 
- 
Anabaena Ĉ2 1570 - 
 
1530 - 
 
- - 
 
- - - 
 
- 
 
- 
Anabaena Ĉ5 
 
- 
 
- - 
 
- - 
 
- - - 
 
31,7 
 
- 
Spirulina S1 - - 
 
- - 
 
- - 
 
- - - 
 
- 
 
- 
Spirulina S2 - - 
 
- - 
 
- - 
 
- - - 
 
- 
 
- 
―-―: vrednost nije odreĊena jer je mortalitet manji od 50%, M – metanolni ekstrakti, D – DMSO ekstrakti 
 
 
 
visoka toksiĉnost soja Anabaena Ĉ2, koji je izazvao 100% mortalitet nakon 24 h pri 
koncentraciji od 10000 µg/mL, sa LC50 vrednostima od 1570 µg/mL nakon 24 h i 1530 
µg/mL nakon 48 h. Sa druge strane, detektovane LC50 vrednosti  za testirane cijanobakterijske 
ekstrakte u istraţivanju Lopes-a i sar. (2010) su bile u opsegu od 8950-79920 µg/mL, dok su 
Frazao i sar. (2010) za sve testirane sojeve registrovali LC50 vrednosti u opsegu od 48300-
51500 µg/mL. U skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj tezi, LC50 vrednosti navedenih autora 
su bile niţe nakon 48 h nego nakon 24 h, što ukazuje na povećanje toksiĉnosti sa duţinom 
ekspozicije.  
Rezultati dobijeni u bioesejima sa neonatama vrste Daphnia magna i embrionima 
vrste Danio rerio pokazuju osetljivost ovih organizama na testirane cijanobakterijske 
ekstrakte, koji su delovali u niţim koncentracijama u odnosu na A. salina bioesej. U oba 
bioeseja toksiĉnost su ispoljili sojevi Nostoc LC1B sa registrovanim LC50 vrednostima (48 h) 
od 66,4 µg/mL (D. magna) i 87 µg/mL (D. rerio) i Nostoc S8 sa LC50 vrednostima (48 h) od 
110 µg/mL (D. magna) i 43,7 µg/mL (D. rerio). Soj Nostoc 2S1 je takoĊe ispoljio toksiĉnost 
u bioeseju D. magna (LC50=102 µg/mL), dok su na embrione D. rerio toksiĉnost ispoljili 
sojevi Anabaena Ĉ5 (LC50=31,7 µg/mL) i Nostoc 2S3B (LC100=50 µg/mL), koji je pri 
koncentraciji od 100 µg/mL izazvao 100% mortalitet. Dozno-zavisne krive ekstrakata koji su 
ispoljili toksiĉnost u bioesejima D. magna i D. rerio date su u Prilozima 2 i 3. Sa druge strane, 
ni jedan soj nije ispoljio znaĉajnu citotoksiĉnost na riblju ćelijsku liniju RTL-W1.  
Vrsta Daphnia magna je najĉešći model organizam slatkovodnih beskiĉmenjaka koji 
se u velikoj meri koristi za prouĉavanje ekotoksiĉnosti zbog relativno visoke osetljivosti na 
toksikante, brze reprodukcije i kratkog ţivotnog ciklusa (Smutná i sar., 2014). U mreţi 
ishrane, rod Daphnia ima centralnu poziciju (Lampert, 2006). MeĊutim, većina vrsta ovog 
roda je osetljiva na toksine cijanobakterija u koncentracijama  preko 10 µg/mL, zbog ĉega 
nisu pogodne za detekciju mikrocistina i nodularina u niţim koncentracijama (Agrawal i sar., 
2012). U istraţivanju koje su sproveli Smutná i sar. (2014) testiranjem uzoraka cvetajućih 
cijanobakterija na vrsti D. magna., koristeći vodene ekstrakte u opsegu koncentracija od 0 do 
405 µg/mL, naroĉito visoka akutna toksiĉnost je detektovana u uzorku vrste Anabaena 
spiroides sa EC50 od 118 µg/mL i uzorku sa 2 soja roda Microcystis (vrste M. aeruginosa i M. 
wesenbergii) sa EC50 od 126,3 µg/mL. Štaviše, ova grupa autora je utvrdila da su efekti u 
akutnim i hroniĉnim testovima bili nezavisni od sadrţaja mikrocistina i istakli znaĉaj drugih 
toksiĉnih komponenti u registrovanju ukupne toksiĉnosti uzoraka na vrstu D. magna. U 
poreĊenju sa rezultatima ovih autora, sojevi Nostoc LC1B, S8 i 2S1 su ispoljili veću akutnu 
toksiĉnost u bioeseju D. magna. 
Embrion vrste Danio rerio predstavlja vaţan model u analizi razvića kiĉmenjaka, koji 
se primenjuje u istraţivanju toksiĉnih agenasa koji inhibiraju ili interferiraju sa procesima 
razvića (razvojni toksini), ukljuĉujući jedinjenja koja imaju potencijalan znaĉaj i za zdravlje 
ljudi i ţivotnu sredinu, kao i za biomedicinu. Ovaj sistem se sve više primenjuje za 
prouĉavanje toksina mikroorganizama, i kao akvatiĉni organizam sve više se koristi u 
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istraţivanjima toksina marinskih i slatkovodnih mikroalgi (Berry i sar., 2007). Rezultati 
dobijeni sa embrionima vrste D. rerio u ovoj tezi pokazuju osetljivost ovih organizama na 
testirane cijanobakterijske ekstrakte, koji su delovali u niskim koncentracijama, pri ĉemu je 
aktivnost registrovana kod 3 soja roda Nostoc i 1 soja roda Anabaena. U istraţivanju koje su 
sproveli Berry i sar. (2007), oko 17% testiranih sojeva cijanobakterija je produkovalo 
jedinjenja koja inhibiraju razvoj embriona zebrica, pri ĉemu je najviše aktivnih sojeva 
pripadalo upravo rodu Nostoc. Ovi autori su registrovali inhibiciju embriogeneze u razliĉitim 
stadijumima razvića, pri ĉemu su naroĉito visoku toksiĉnost utvrdili kod ekstrakta soja 
Oscillatoria 48−3 koji je izazvao 100% mortalitet embriona jedan dan nakon fertilizacije (24 
h) pri koncentraciji od 50 μg/mL, dok je ekstrakt soja Fischerella 52−1 izazvao 100% 
mortalitet 2−3 dana nakon fertilizacije (48-72 h). U poreĊenju sa rezultatima ovih autora, 
moţe se zakljuĉiti da je naroĉito soj Nostoc 2S3B koji je u ovom istraţivanju ispoljio 100% 
mortalitet pri koncentraciji od 50 μg/mL veoma toksiĉan. Visoka toksiĉnost je takoĊe 
zabeleţena kod ekstrakata vrste Cylindrospermopsis raciborskii i Aphanizomenon 
ovalisporum kod kojih je nakon ekspozicije od 24 h 100% mortalitet registrovan kod 2 izolata 
pri koncentraciji od 14,3 μg/mL, a kod većine pri 71,5 i 143 μg/mL, dok je nakon 48 h pri 
koncentraciji od 71,5 μg/mL 100% embriona eksponiranih skoro svim ekstraktima bilo mrtvo 
ili deformisano (Berry i sar., 2009). Rezultati ovih autora su takoĊe ukazali da je cijanotoksin 
cilindrospermopsin letalan za embrione zebrice, ali da kod testiranih sojeva specifiĉne 
razvojne puteve inhibiraju i drugi metaboliti. 
Kao što je spomenuto, ne postoji bioesej kojim se mogu detektovati svi cijanotoksini. 
Maršalek i Blaha (2004) su poredili toksiĉnost dva cijanobakterijska uzorka u 17 bioeseja i 
nakon 48 h detektovali veću toksiĉnost u bioeseju A. salina u poreĊenju sa D. magna (LC50 
3,57/6,4 mg/mL u toksiĉnijem uzorku i 5/6 mg/mL u manje toksiĉnom uzorku), dok su u 
uzorku koji nije sadrţao mikrocistin-LR registrovali obrnut odgovor (LC50 31,9/9,9 mg/mL). 
Sa druge strane, u nekim istraţivanjima  registrovana je veća osetljivost u bioeseju Daphnia 
pulex u poreĊenju sa bioesejom A. salina (Kyselkova i Maršalek, 2000; Maršalek i Blaha, 
2004), dok su Asselman i sar. (2014) pokazali efekat na preţivljavanje vrste D. magna, ali ne i 
vrste D. pulex. Ferrão-Filho i sar. (2014) su istakli da razliĉite  vrste kladocera pokazuju 
razliĉite odgovore na razliĉite cijanotoksine. 
Kao što se moţe videti iz rezultata, toksiĉnost cijanobakterija u bioesejima zavisila je 
od tipa korišćenog ekstrakta. Tako je u istraţivanju Berry i sar. (2007) lipofilna frakcija 
(CHCl3) bila znatno aktivnija na embrione D. rerio u poreĊenju sa etanolskom. U istraţivanju 
Lopes i sar. (2010) vodeni ekstrakti su ispoljili toksiĉnost u bioeseju A. salina za razliku od 
metanolnih ekstrakata, dok su Frazao i sar. (2010) registrovali sliĉnu toksiĉnost vodenih, 
metanolnih i dihlorometanskih ekstrakata. Sa druge strane, i visoke koncentracije razliĉitih 
jedinjenja poput proteina, organskih kiselina, jona i dr. u sirovim ekstraktima mogu uticati na 
fiziĉko-hemijske karakteristike test medijuma, tako da toksiĉnost ne mora biti povezana 
striktno sa cijanotoksinama (Maršalek i Blaha, 2000), dok bi i smeša razliĉitih jedinjenja 
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prisutnih u sirovim ekstraktima mogla da ostvari sinergistiĉki toksiĉni efekat (Martins i sar., 
2007; Hisem i sar., 2011).  
PoreĊenjem rezultata dobijenih u korišćenim bioesejima, moţe se uoĉiti da je na 
toksiĉne supstance prisutne u ekstraktima testiranih cijanobakterija najmanje osetljiva bila 
vrsta A. salina, kod koje je registrovana osetljivost u većim koncentracijama u poreĊenju sa 
neonatama vrste D. magna i embrionima vrste D. rerio kod kojih je registrovana osetljivost 
reda veliĉine nekoliko desetina mikrograma, tj. ova da test organizma su pokazali veću 
osetljivost prema testiranim ekstraktima sojeva. TakoĊe se moţe uoĉiti da su svi sojevi kod 
kojih su registrovane LC50 vrednosti, izuzev sojeva Anabaena Ĉ2 i Anabaena Ĉ5, ispoljili 
toksiĉnost u najmanje dva bioeseja. Dobijeni rezultati ukazuju da bi najtoksiĉniji sojevi mogli 
biti Nostoc S8 i Nostoc LC1B, koji su ispoljili toksiĉnost u sva tri bioeseja. Ipak, u cilju 
biotehnološke upotrebe biomase cijanobakterijskih sojeva potrebno je uraditi frakcionisanje 
ekstrakata i specifiĉnije analize za detekciju prisutnih cijanotoksina, dok bi se za sojeve kod 
kojih u opsegu testiranih koncentracija ekstrakata nisu utvrĊene LC50 vrednost, trebalo 
ponoviti testiranje sa širim koncentracijskim opsegom ekstrakata u cilju preciznijeg 
utvrĊivanja da li su sojevi netoksiĉni ili ipak produkuju toksine, ali sa niţim sadrţajem u 
biomasi. 
 
 
2) Toksiĉnost sojeva cijanobakterija detektovana u enzimskim esejima 
 
 
Osim bioeseja, vrlo ĉesto se u cilju utvrĊivanja toksiĉnosti cijanobakterija koriste i 
razliĉiti enzimski eseji. Produkcija hepatotoksina i neurotoksina testiraniih cijanobakterijskih 
sojeva odreĊena je primenom eseja za odreĊivanje inhibicije enzima protein fosfataze 1 (PP1) 
i acetilholinesteraze (AChE). U Tabeli 21 prikazane su izraĉunate inhibitorne koncentracije 
testiranih metanolnih ekstrakata. Produkcija hepatotoksina i neurotoksina ispitanih 
cijanobakterijskih sojeva odreĊena je nakon kultivacije u azotofiksirajućim uslovima. 
Inhibicija PP1 enzima je registrovana jedino kod sojeva Nostoc LC1B i Nostoc S8. 
Ipak, ni kod jednog soja nije registrovana IC50 vrednost, dok je kod sojeva Nostoc LC1B i 
Nostoc S8 registrovana IC25 vrednost od 332,32 µg/mL i 430,14 µg/mL. Kod 4 soja (Nostoc 
2S7B i 2S3B, Anabaena Ĉ2 i Ĉ5) inhibicija PP1 enzima je bila manja od 25%, dok kod ostala 
4 soja (Nostoc 2S9B i 2S1, Spirulina S1 i S2) nije uoĉen nikakav efekat. Dobijena inhibicija 
svih testiranih ekstrakata u PP1 testu je bila znaĉajno slabija u poreĊenju sa inhibicijom 
enzima u sluĉaju ĉistog toksina mikrocistina-LR (IC50=0,173 µg/L) koji je sluţio kao 
pozitivna kontrola. Takvi rezultati jasno pokazuju da testirani sojevi cijanobakterija nisu 
ispoljili znaĉajniji nivo inhibicije enzima PP1.  
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Tabela 21. IC25 vrednosti cijanobakterijskih sojeva u enzimskim esejima 
Cijanobakterijski 
soj 
PP1 test        
IC25 (µg/mL) 
AChE test                                        
IC25 (mg/mL) 
Nostoc 2S7B - - 
Nostoc 2S9B - 0,50 ± 0,14 
Nostoc 2S3B - - 
Nostoc 2S1 - 1,82 ± 0,13 
Nostoc S8 430,14 - 
Nostoc LC1B 332,32 - 
Anabaena Ĉ2 - 2,70 ± 0,06 
Anabaena Ĉ5 - 0,58 ± 0,10 
Spirulina S1 - 1,93 ± 0,13 
Spirulina S2 - 1,46 ± 0,11 
 
 
PP1 esej je vrlo efikasan i selektivan u detekciji hepatotoksina koji predstavljaju 
visoko specifiĉne inhibitore protein fosfataza (Yoshizawa i sar., 1990). Rezultati dobijeni u 
ovom istraţivanju ukazuju na mogućnost produkcije toksiĉnih jedinjanja tipa hepatotoksina 
kod sojeva Nostoc LC1B i Nostoc S8, ali u niskim koncentracijama. Ipak, s obzirom da sve 
varijante hepatotoksina, naroĉito mikrocistina, inhibiraju enzime protein fosfataze, ali sa 
razliĉitom efikasnošću, ovom metodom se ne moţe odrediti koje su varijante ovih toksina  
(MCYST-LR, MCYST-RR, MCYST-YR i dr.) potencijalno prisutne u testiranim uzorcima 
(Simeunović, 2009).  
U testu inhibicije enzima AChE 6 sojeva je izazvalo inhibiciju enzima, u dozno-
zavisnom trendu. TakoĊe ni kod jednog soja nije registrovana IC50 vrednost, dok su IC25 
vrednosti bile u opsegu od 0,50 ± 0,14 mg/mL kod soja Nostoc 2S9B koji je ispoljio najveću 
sposobnost inhibicije enzima AChE do 2,70 ± 0,06 mg/mL kod soja Anabaena Ĉ2 koji je 
ispoljio najmanju sposobnost inhibicije enzima AChE. Kod ostala 4 soja (Nostoc 2S7B, 
2S3B, S8 i LC1B) inhibiciju enzima AChE je bila manja od 25% pri najvećoj testiranoj 
koncentraciji ekstrakta. Registrovana inhibicija AChE svih testiranih cijanobakterijskih sojeva 
je bila slabija u poreĊenju sa pozitivnom kontrolom, donepezilom (99,27%).  
U skriningu 54 sojeva roda Nostoc koji su sproveli Zelik i sar. (2009), većina ispitanih 
sojeva nije pokazala inhibiciju AChE - samo 15 ekstrakata je pokazalo 
antiacetilholinesteraznu aktivnost, pri ĉemu je znaĉajna inhibitorna aktivnost od 65,3% - 
96,6% utvrĊena kod 4 soja, umerena inhibitorna aktivnost od 29% - 38% kod 4 soja, a slaba 
inhibitorna aktivnost od 10,2% - 19% kod 7 sojeva. U poreĊenju sa rezultatima ove grupe 
autora, koji su takoĊe koristili metanolne ekstrakte u koncentraciji od 3 mg/mL, kod sojeva 
ispitanim u ovoj tezi pri koncentraciji od 2,73 mg/mL visoku inhibiciju AChE nije pokazao ni 
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jedan soj, dok je umerenu inhibitornu aktivnost pokazalo 5 sojeva (Nostoc 2S9B i 2S1, 
Spirulina S1 i S2 i Anabaena Ĉ5) sa inhibicijom od 30% - 40%. Cijanobakterijski sojevi sa 
registrovanom anti-AChE aktivnošću koji su identifikovani u ovom istraţivanju su znaĉajni sa 
toksikološkog, ali i farmakološkog aspekta u pogledu produkcije inhibitora AChE kao 
potencijalnih agenasa za leĉenje Alchajmerove bolesti. Poznato je da anatoksin-a(s) deluje 
kao potentni ireverzibilni inhibitor AChE. Vezivanje antiacetilholinesteraznog jedinjenja i 
enzima moţe da bude reverzibilno ili ireverzibilno, pri ĉemu se potencijalnim lekovima u 
terapiji smatraju samo ona jedinjenja koja formiraju reverzibilne veze (Nair i sar., 2004). U 
istraţivanju koje su sproveli Carvalho i sar. (2013), sojevi rodova Calothrix, Tolypothrix, 
Phormidium i Geitlerinema pokazali su in vitro antiacetilholinesteraznu aktivnosti i kod 
miševa uzrokovali sistemske efekte sliĉne onima opisanim za antiholinesterazne lekove, pri 
ĉemu su kod većina ekstrakata bili reverzibilnog karaktera, ukazujući na potencijal 
cijanobakterija za produkciju ovih jedinjenja. Ipak, nemoguće je predvideti da li je AChE 
inhibitorna aktivnost sirovog ekstrakta rezultat prisustva visoko aktivnog jedinjenja pri veoma 
niskoj koncentraciji ili manje potentnog inhibitora prisutnog u većoj koncentraciji (Zelík i 
sar., 2009). U tom pogledu, kod sojeva sa najvećom registrovanom AChE inhibicijom u ovom 
istraţivanju, naroĉito Spirulina S1 i S2 i Nostoc 2S9B, bi se trebalo uraditi frakcionisanje 
ekstrakata u cilju hemijske karakterizacije i detekcije jedinjenja odgovornih za ispoljenu 
aktivnost. 
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5.9. REZULTATI ODREĐIVANJA SOJEVA SA NAJVEĆIM BIOTEHNOLOŠKIM 
POTENCIJALOM 
 
 
Prilikom odreĊivanja sojeva sa najvećim biotehnološkim potencijalom korišćena su dva 
prethodno opisana metoda višekriterijumske analize: AHP i SAW. Metod AHP je korišćen u 
grupnom kontekstu za odreĊivanje teţina definisanih kriterijuma, dok je metod SAW korišćen 
za konaĉno rangiranje sojeva (alternativa) na osnovu prethodno dobijenih teţina kriterijuma i 
dobijenih rezultata laboratorijskih analiza. Na poĉetku AHP metoda, tri izabrana eksperta 
(EX1, EX2 i EX3) su u parovima poredili deset definisanih kriterijuma koristeći Satijevu 
skalu relativnog znaĉaja. Kriterijumi i njihove skraćenice su sledeći: 
 
 
1. Produkcija biomase (Xmax) 
2. Sadrţaj fikocijanina (PC)   
3. Sadrţaj alofikocijanina (APC)  
4. Sadrţaj polinezasićenih masnih kiselina (PUFA) 
5. Sadrţaj γ-linolenske kiseline (GLA) 
6. Ukupan sadrţaj fenolnih jedinjenja (TPC) 
7. Antioksidativna aktivnost (DPPH) 
8. Antioksidativna aktivnost (FRAP) 
9. Antibakterijska aktivnost (BAKT) 
10. Antikancerogena aktivnost (KANC) 
 
 
U Tabelama 22-24 su data individualna vrednovanja eksperata  pomoću metoda AHP.  
 
 
   Tabela 22. Vrednovanje EX1 
 Xmax PC APC PUFA GLA TPC DPPH FRAP BAKT KANC 
Xmax 1 1/3 1/3 1/7 1/7 1/3 1/3 1/3 1/2 1/7 
PC  1 1 1/5 1/3 1/3 1 1 1/3 1/5 
APC   1 1/7 1/5 1/5 1 1 1/3 1/5 
PUFA    1 1 5 3 3 1 1/3 
GLA     1 5 3 3 1 1/3 
TPC      1 1 1 1 1/5 
DPPH       1 1 1 1/2 
FRAP        1 1 1/2 
BAKT         1 1/3 
KANC          1 
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  Tabela 23. Vrednovanje EX2 
 Xmax PC APC PUFA GLA TPC DPPH FRAP BAKT KANC 
Xmax 1 3 3 2 2 3 3 3 3 1 
PC  1 1 1/2 1/2 2 1 1 1 1/3 
APC   1 1/2 1/2 1 1 1 1 1/4 
PUFA    1 1 3 2 2 3 1/4 
GLA     1 3 3 3 3 1/3 
TPC      1 1/2 1/2 1 1/5 
DPPH       1 1 1 1/5 
FRAP        1 1 1/5 
BAKT         1 1/5 
KANC          1 
 
 
  Tabela 24. Vrednovanje EX3 
 Xmax PC APC PUFA GLA TPC DPPH FRAP BAKT KANC 
Xmax 1 1 3 7 5 9 7 7 3 3 
PC  1 3 9 9 9 7 7 3 3 
APC   1 9 9 9 7 7 3 3 
PUFA    1 1 1 1 1 1 1 
GLA     1 1 1 1 1 1 
TPC      1 1 1 1 1 
DPPH       1 1 1 1 
FRAP        1 1 1 
BAKT         1 1 
KANC          1 
 
 
Na osnovu vrednovanja iz Tabela 22-24, odreĊene su individualne teţine kriterijuma 
(Tabela 25). EX1 i EX2 su kao najvaţniji identifikovali kriterijum Antikancerogena aktivnost 
(KANC) dodeljujući mu teţine 0,261 i 0,263. EX3 je na prvo mesto stavio kriterijum Sadrţaj 
fikocijanina (PC) sa teţinom 0,272. EX1 je na poslednje mesto rangirao kriterijum Produkcija 
biomase (Xmax), dok su EX2 i EX3 smatrali da kriterijumu Ukupan sadrţaj fenolnih jedinjenja 
(TPC) treba dodeliti najmanju teţinu (0,042 i 0,034). Konaĉno, u poslednjem redu Tabele 25 
se nalaze grupne teţine kriterijuma dobijene aritmetiĉkim osrednjavanjem individualnih 
teţina (pri ĉemu su svi EX imali jednake teţine). U grupnom kontekstu najveću teţinu je 
dobio kriterijum Antikancerogena ativnost (KANC) (0,191), na drugom mestu je kriterijum 
Produkcija biomase (Xmax) sa teţinom 0,153, dok je poslednje rangiran kriterijum Ukupan 
sadrţaj fenolnih jedinjenja (TPC) sa teţinom 0,050. 
 
 
Tabela 25. Individualne teţine kriterijuma dobijene vrednovanjem EX i konaĉne-grupne 
teţine kriterijuma 
 Xmax PC APC PUFA GLA TPC DPPH FRAP BAKT KANC 
EX1 0,023- 0,044 0,039 0,177 0,162 0,074 0,063 0,063 0,093 0,261+ 
EX2 0,184 0,061 0,055 0,110 0,123 0,042- 0,056 0,056 0,050 0,263+ 
EX3 0,252 0,272+ 0,201 0,035 0,036 0,034- 0,036 0,036 0,049 0,049 
Grupne 
teţine 
0,153 0,126 0,098 0,107 0,107 0,050- 0,052 0,052 0,064 0,191+ 
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Prethodno dobijene grupne teţine kriterijuma iz Tabele 25 zajedno sa rezultatima 
laboratorijskih analiza sojeva za svaki naveden kriterijum predstavljaju ulazne podatke za 
metod SAW (Tabela 26) koji treba da omogući rangiranje analiziranih sojeva. U Tabeli 26 
treba obratiti paţnju da su osam kriterijuma maksimizaciona dok su dva kriterijuma 
minimizaciona (DPPH i KANC). 
 
 
Tabela 26. Poĉetna matrica odluĉivanja za metod SAW 
 xmax PC APC PUFA GLA TPC DPPH FRAP BAKT KANC 
Tip krit. max max max max max max min max max min 
Teţ. krit. 0,153 0,126 0,098 0,107 0,107 0,050 0,052 0,052 0,064 0,191 
Nostoc 
2S7B 
1,17 13,13 8,29 40,02 0 701,69 0,11 12,23 + (1) 58,6 
Nostoc 
2S9B 
0,82 7,97 6,00 44,04 0 139,70 4,71 10,22 - (0) 534 
Nostoc 
2S3B 
1,05 1,96 2,76 57,55 13,16 50,83 9,47 9,44 - (0) 155,1 
Nostoc 
2S1 
0,53 28,92 13,70 43,40 0 77,78 1,39 13,69 + (1) 182,52 
Nostoc S8 0,85 13,67 7,11 48,22 0 119,35 0,06 11,34 - (0) 73,56 
Nostoc 
LC1B 
2,37 22,23 20,30 39,96 0 63,86 0,04 11,38 - (0) 37,76 
Anabaena 
Ĉ2 
0,91 21,71 11,73 53,51 0 14,86 0,11 12,30 + (1) 107,84 
Anabaena 
Ĉ5 
1,00 25,63 13,89 43,05 0 19,48 0,12 12,89 + (1) 107,38 
Spirulina 
S1 
3,95 38,63 34,43 52,81 33,78 24,05 0,12 21,01 + (1) 90,98 
Spirulina 
S2 
2,10 18,53 26,34 53,37 31,10 24,05 0,10 15,14 + (1) 125,58 
 
 
Nakon pretvaranja minimizacionih kriterijuma u maksimizacione (uzimanjem njihovih 
reciproĉnih vrednosti) i nakon normalizacije poĉetne matrice odluĉivanja (Tabela 26) dobija 
se normalizovana matrica odluĉivanja gde su svi kriterijumi maksimizacioni (Tabela 27). 
Normalzacija je izvršena da bi vrednosti kriterijuma bile uporedive. 
Na kraju, mnoţenjem normalizovanih vrednosti iz Tabele 27 sa pripadajućim teţinama 
kriterijuma i njihovim sabiranjem, dobijene su teţine analiziranih sojeva i njihovo rangiranje 
(Tabela 28).  
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 Tabela 27. Normalizovana matrica odluĉivanja u kojoj su svi kriterijumi maksimizacioni 
 xmax PC APC PUFA GLA TPC DPPH FRAP BAKT KANC 
Tip krit. max max max max max max max max max max 
Teţ. krit. 0,153 0,126 0,098 0,107 0,107 0,050 0,052 0,052 0,064 0,191 
Nostoc 
2S7B 
0,079 0,068 0,057 0,084 0,000 0,568 0,104 0,094 0,167 0,157 
Nostoc 
2S9B 
0,056 0,041 0,042 0,093 0,000 0,113 0,002 0,079 0,000 0,017 
Nostoc 
2S3B 
0,071 0,010 0,019 0,121 0,169 0,041 0,001 0,073 0,000 0,059 
Nostoc 
2S1 
0,036 0,150 0,095 0,091 0,000 0,063 0,008 0,106 0,167 0,051 
Nostoc 
S8 
0,058 0,071 0,049 0,101 0,000 0,097 0,190 0,087 0,000 0,125 
Nostoc 
LC1B 
0,161 0,116 0,140 0,084 0,000 0,052 0,286 0,088 0,000 0,244 
Anabaena 
Ĉ2 
0,062 0,113 0,081 0,112 0,000 0,012 0,104 0,095 0,167 0,085 
Anabaena 
Ĉ5 
0,068 0,133 0,096 0,090 0,000 0,016 0,095 0,099 0,167 0,086 
Spirulina 
S1 
0,268 0,201 0,238 0,111 0,433 0,019 0,095 0,162 0,167 0,101 
Spirulina 
S2 
0,142 0,096 0,182 0,112 0,398 0,019 0,114 0,117 0,167 0,073 
 
 
                          Tabela 28. Teţine sojeva i njihovo rangiranje 
Vrsta soja Teţina soja Rang soja 
Nostoc 2S7B 0,115 4 
Nostoc 2S9B 0,041 10 
Nostoc 2S3B 0,062 9 
Nostoc 2S1 0,073 8 
Nostoc S8 0,077 7 
Nostoc LC1B 0,131 3 
Anabaena Ĉ2 0,082 6 
Anabaena Ĉ5 0,084 5 
Spirulina S1 0,192 1* 
Spirulina S2 0,144 2 
 
 
Primenom metoda višekriterijumske analize (AHP i SAW) najveću teţinu 0,192 je 
dobio soj Spirulina S1 koji je u višekriterijumskom kontekstu najbolje rangirana alternativa 
(soj). Na drugom mestu je soj Spirulina S2 (0,144), na trećem soj Nostoc LC1B (0,131), dok 
je soj Nostoc 2S9B na poslednjem (desetom) mestu sa teţinom 0,041. Treba imati u vidu da 
su pri ovoj analizi u obzir uzimane vrednosti navedenih kriterijuma dobijene u kontroli, kao i 
da nije uzimana u obzir toksiĉnost sojeva. Stoga bi pre donošenja konaĉne odluke 
prvenstveno trebala biti ispitana toksiĉnost dodatnim specifiĉnijim metodama. Sa druge 
strane, rezultati produkcije biomase i fikobiliproteinskih pigmenata primenom razliĉitih 
uslova kultivacije bi mogli ukazati primenom kog faktora bi se kod odreĊenih sojeva mogao 
povećati biotehnološki potencijal.  
 Doktorska disertacija          Dajana Kovač 
 
108 
 
6. ZAKLJUĈAK  
 
1. Produkcija biomase kod svih ispitivanih cijanobakterijskih sojeva zavisila je od 
primenjenih uslova kultivacije. MeĊu ispitanim faktorima, u pravcu stimulacije 
produkcije biomase naroĉito su delovali kontinualno osvetljenje i glicerol, pri ĉemu je 
kod sojeva roda Spirulina produkcija biomase bila jaĉe stimulisana kontinualnim 
osvetljenjem, a kod azotofiksirajućih sojeva rodova Nostoc i Anabaena organskim 
izvorima ugljenika. Kao soj sa najvećim potencijalom za proizvodnju biomase izdvaja 
se Spirulina S1, kod kog je registrovana najveća produkcija od 4,4 mg/mL u uslovima 
kontinualnog osvetljenja, što je bilo oko 4,5 puta više u odnosu na biomasu dobijenu u 
kontroli.  
 
2. Testirani sojevi cijanobakterija predstavljaju znaĉajan izvor fikobiliproteinskih 
pigmenata, na ĉiji kvalitativni i kvantitativni sadrţaj su veliki uticaj imali uslovi 
kultivacije. Kod većine sojeva u testiranim uslovima prvenstveno su registrovani PC i 
APC. Najveći sadrţaj ovih pigmenata utvrĊen je u uslovima kontinualnog osvetljenja 
kod sojeva Spirulina S1 sa 103,9 µg/mL PC i 197,45 µg/mL APC (povećani 12 i 16 
puta u poreĊenju sa kontrolom) i Nostoc 2S1 sa 100,5 µg/mL PC i 33,5 µg/mL APC. 
Primenom glukoze sadrţaj fikobiliproteina je povećan kod šest sojeva, a primenom 
glicerola kod sedam sojeva. Kao sojevi sa najvećim potencijalom za produkciju ovih 
pigmenata izdvajaju se Spirulina S1, Nostoc 2S1, Anabaena Ĉ2 i Spirulina S2. 
             
3. Masno kiselinski sadrţaj cijanobakterijskih sojeva varirao je u zavisnosti od soja i od 
uslova kultivacije. Masne kiseline sa 16 i 18 ugljenikovih atoma su dominirale kod 
svih ispitivanih sojeva, od kojih su najzastupljenije bile palmitinska, palmitoleinska, 
oleinska, linolna, -linoleinska i γ-linolenska. Kod svih sojeva izuzev Nostoc LC1B 
sadrţaj polinezasićenih masnih kiselina bio je veći u odnosu na sadrţaj zasićenih i 
mononezasićenih masnih kiselina, i kretao se u opsegu od 25,58% kod soja Nostoc 
2S9B do 57,55% kod soja Nostoc 2S3B. Oba ispitana soja roda Spirulina su 
produkovala γ-linolensku kiselinu, dok su svi ispitani azotofiksirajućih sojevi rodova 
Nostoc i Anabaena produkovali -linoleinsku kiselinu, pri ĉemu rezultati ukazuju na 
znaĉaj azotofiksirajućih uslova kultivacije u cilju povećanja produkcije -linoleinske 
kiseline. Samo kod dva soja  Nostoc 2S1 i Nostoc S8 detektovana je eikozapentaenska 
kiselina. Dobijeni rezultati ukazuju na to da bi testirani sojevi cijanobakterija mogli 
predstavljati znaĉajan izvor esencijalnih supstanci tipa masnih kiselina.  
 
4. Kvalitativni i kvantitativni sadrţaj fenolnih jedinjenja razlikovao se meĊu rodovima, 
ali i meĊu sojevima istog roda. Kod ispitivanih cijanobakterijskih sojeva detektovano 
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je ukupno 8 fenolnih jedinjenja: hinska kiselina, hlorogena kiselina, galna kiselina, 
katehin, epikatehin, rutin, kemferol i apiin, pri ĉemu su najzastupljenije komponente 
bile hinska kiselina i katehin. Najveći sadrţaj detektovanih fenolnih jedinjenja 
zabeleţen je kod soja Nostoc 2S7B sa 701,69 µg/g suve mase i sadrţajem hinske 
kiseline od 594,43 µg/g suve mase, dok je najviše fenolnih jedinjenja (7) detektovano 
kod soja Nostoc 2S9B. Dobijeni rezultati takoĊe pokazuju znaĉajan uticaj azotnih 
uslova kultivacije na produkciju fenolnih jedinjenja kod testiranih sojeva 
cijanobakterija. 
 
5. Svi ispitivani sojevi cijanobakterija su ispoljili antioksidativnu aktivnost. IC50 
vrednosti ispitanih etanolnih ekstrakata u DPPH testu bile su u opsegu od 0,04 mg/mL 
za soj Nostoc LC1B koji je ispoljio najveću sposobnost „hvatanja― DPPH• radikala, do 
9,47 mg/mL za soj Nostoc 2S9B koji je ispoljio najniţu aktivnost. Redukcioni 
potencijal odreĊen primenom FRAP testa se statistiĉki znaĉajno razlikovao meĊu 
pripadnicima razliĉitih rodova i bio je najveći kod sojeva roda Spirulina. Najveći 
redukcioni potencijal je registrovan kod ekstrakta soja Spirulina S1 sa 21,01 mg 
AAE/g, dok je najmanji redukcioni potencijal registrovan u ekstraktu soja Nostoc 
2S3B sa 8,36 mg AAE/g. Statistiĉkom analizom pokazano je da detektovani fenoli 
nisu bili glavni nosioci antioksidativne aktivnosti testiranih ekstrakata cijanobakterija, 
osim u sluĉaju sojeva kultivisanih u neazotofiksirajućim uslovima u FRAP testu. 
Relativnim poreĊenjem rezultata registrovane antioksidantne aktivnosti u dva 
korišćena testa, kao sojevi sa najvećim antioksidantnim potencijalom izdvajaju se 
Spirulina S1 i Spirulina S2.  
 
6. Antibakterijska aktivnost intracelularnih metanolnih ekstrakata detektovana je kod 6 
cijanobakterijskih sojeva: Nostoc 2S7B, Nostoc 2S1, Anabaena Ĉ2, Anabaena Ĉ5, 
Spirulina S1 i Spirulina S2. Sojevi Anabaena Ĉ2, Nostoc 2S7B i Nostoc 2S1 su 
ispoljili najjaĉu aktivnost, delujući inhibitorno na ĉetiri bakterijska soja (S. enteritidis 
ATCC 13076, E. faecalis ATCC 19433, P. aeruginosa ATCC 9027 i B. subtilis ATCC 
6633). Metanolni ekstrakti pokazali su veću efikasnost u odnosu na DMSO ekstrakte. 
Najosetljiviji na delovanje ekstrakata bili su bakterijski sojevi S. enteritidis ATCC 
13076 i E. faecalis ATCC 19433 na koje je antibakterijsku aktivnost ispoljilo šest 
cijanobakterijskih sojeva. 
 
7. Primenom MTT testa pokazano je da svi ispitani cijanobakterijski sojevi ispoljavaju 
antikancerogenu aktivnost in vitro prema ćelijskoj liniji humanog hepatocelularnog 
karcinoma, HepG2. Uoĉena je dozno-zavisna citotoksiĉna aktivnost jer se vijabilnost 
ćelija smanjivala sa povećanjem koncentracije testiranih ekstrakata. Registrovane LC50 
vrednosti su bile u opsegu od 37,76 µg/mL za soj Nostoc LC1B koji je pokazao 
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najveću aktivnost do 534 µg/mL za soj Nostoc 2S9B koji je ispoljio najslabiju 
antikancerogenu aktivnost. Kod svih testiranih sojeva izuzev Nostoc 2S9B, LC50 
vrednost je bila ispod 200 µg/mL, što u poreĊenju sa pozitivnom kontrolom (LC50 
=19,49 µg/mL) ukazuje na znaĉajan citotoksiĉan efekat i potencijal produkcije 
antikancerogenih supstanci. 
 
8. Ispitivanjem akutne toksiĉnosti intracelularnih ekstrakata u bioesejima (A. salina, D. 
magna i D. rerio) konstatovan je mali broj sojeva koji su ispoljili toksiĉnost na test 
organizme, što sa aspekta potencijalne biotehnološke primene sojeva ima veliki 
znaĉaj. Bioesej A. salina pokazao se kao najmanje osetljiv, dok su se bioesej D. 
magna i DarT test pokazali kao osetljivije metode za detekciju ukupne toksiĉnosti 
cijanobakterijskih uzoraka. U sluĉaju detektovane toksiĉnosti uoĉena je dozna-
zavisnost, kao i vremenska zavisnost u ispoljavanju aktivnosti. Dobijeni rezultati 
ukazuju na najveću toksiĉnost sojeva Nostoc LC1B i Nostoc S8, koji su ispoljili 
toksiĉnost u sva tri bioeseja. Ispitivanjem toksiĉnosti in vitro u enzimskim esejima 
konstatovano je da je manji broj sojeva (2) inhibirao aktivnost enzima PP1 u odnosu 
na aktivnost enzima AChE (6 sojeva) ukazujući na mogućnost ovih sojeva da 
produkuju neurotoksine i/ili inhibitore AChE. Specifiĉna osetljivost datih enzima 
prema testiranim ekstraktima sojeva moţe da ukaţe na razliĉit sadrţaj toksiĉnih 
komponenti cijanobakterijskih sojeva. U cilju biotehnološke primene toksiĉnih 
jedinjenja potrebno je izvršiti specifiĉnije hemijske analize prisustva i identifikacije 
toksiĉnih produkata sojeva. Testirani sojevi cijanobakterija nisu ispoljili citotoksiĉnost 
in vitro na ćelijsku liniju RTL-W1. 
 
9. Primenom metoda višekriterijumske analize (AHP i SAW) koje su korišćene za 
odreĊivanje sojeva cijanobakterija sa najvećim biotehnološkim potencijalom u 
grupnom kontekstu, najveću teţinu je dobio kriterijum Antikancerogena ativnost 
(KANC) (0,191), na drugom mestu je kriterijum Produkcija biomase (Xmax) sa teţinom 
0,153, dok je poslednje rangiran kriterijum Ukupan sadrţaj fenolnih jedinjenja (TPC) 
sa teţinom 0,050. Najveću teţinu 0,192 je dobio soj Spirulina S1 koji je u 
višekriterijumskom kontekstu najbolje rangirana alternativa (soj). Na drugom mestu je 
soj Spirulina S2 (0,144), na trećem soj Nostoc LC1B (0,131) dok je soj Nostoc 2S9B 
na poslednjem (desetom) mestu sa teţinom 0,041. 
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8. PRILOG 
 
Prilog 1 Toksiĉnost sojeva cijanobakterija detektovana u bioeseju A. salina  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Slika 36. Toksiĉnost sojeva nakon 24 h.  (a) – Nostoc 2S1, (b) - Nostoc LC1B, (c) – Anabaena 
Ĉ2. 
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Slika 37. Toksiĉnost sojeva nakon 48 h. (a) – Nostoc 2S3B, (b) - Nostoc 2S1, (c) – Nostoc S8, 
(d) - Nostoc LC1B, (e) –Anabaena Ĉ2. 
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Prilog 2 Toksiĉnost sojeva cijanobakterija detektovana u bioeseju D. magna  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 38. Toksiĉnost sojeva.  (a) – Nostoc 2S1 (48 h), (b) - Nostoc LC1B (48 h), (c) – Nostoc 
S8 (24 h), (d) - Nostoc S8 (48 h).  
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Prilog 3 Toksiĉnost sojeva cijanobakterija detektovana u DarT testu  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 39. Toksiĉnost sojeva. (a) – Nostoc 2S3B (48 h), (b) - Nostoc S8 (48 h), (c) – Nostoc 
LC1B (24 h), (d) - Nostoc LC1B (48 h), (e) - Anabaena Ĉ5 (48 h).  
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protein fosfataze 1 (PP1) u odnosu na aktivnost enzima acetilholinesteraze (AChE). 
Primenom Analitičkog hijerarhijskog procesa u grupnom kontekstu, najveću težinu su 
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navedenim redom. Konačno, u višekriterijumskom kontekstu najbolje rangiran soj je 
Spirulina S1, na drugom mestu je soj Spirulina S2, dok je na trećem soj Nostoc LC1B.  
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Cyanobacteria (blue-green algae) have been identified as one of the most promising 
groups of organisms for the isolation of new and biologically active natural products, 
therefore, the aim of this thesis was to determine the biotechnological potential of 
autochthonous filamentous cyanobacterial strains isolated from Vojvodina region, which 
belong to the N2-fixing genera Nostoc and Anabaena and non-N2-fixing genus Spirulina. 
Biotechnological potential of tested strains was determined using the production of 
biomass, phycobiliprotein pigments, fatty acids, phenolic compounds, antioxidants, 
antibacterial and anticancer agents. The obtained results showed that the production of 
biomass and phycobiliprotein pigments, in all tested strains, depended on the cultivation 
conditions, whereas biomass production was strongly stimulated by continuous light in 
Spirulina strains, and by organic carbon sources (glycerol and glucose) in N2-fixing 
strains. The highest potential for biomass production was shown in Spirulina S1 strain. 
On the other hand, the highest potential for the production of phycobiliproteins was 
shown in strains Spirulina S1, Nostoc 2S1, Anabaena C2 and Spirulina S2. By 
determination of the content of fatty acids using GC-FID method it was found that in all 
the tested strains the most common fatty acids were palmitic, palmitoleic, oleic and 
linoleic acid, whereby the strains of the genus Spirulina produced γ-linolenic acid as well, 
while all strains of the Nostoc and Anabaena genera produced -linolenic acid. The most 
frequent phenolic compounds of tested strains determined by using the HPLC-MS/MS 
method were quinic acid and catechin, with the highest content of phenolic compounds 
registered in Nostoc strain 2S7B. By chemical characterization of the extracts in the tested 
strains it was also stated a significance of the nitrogen cultivation conditions in order to 
increase the production of phenolic compounds, as well as -linolenic acid. Comparing 
the results of the antioxidant activity in the DPPH and FRAP tests, it was shown that 
strains Spirulina S1 and Spirulina S2 had the highest antioxidant potential. The 
antibacterial activity of the intracellular methanolic extracts was registered in strains 
Nostoc 2S7B, Nostoc 2S1, Anabaena C2, Anabaena C5, Spirulina S1 and Spirulina S2, 
that inhibited the growth of Gram-positive and Gram-negative bacteria. Using MTT test, 
anti-cancer ie. cytotoxic activity of dimethyl sulfoxide (DMSO) extracts to the HepG2 
cell line was detected in all tested strains, however, the highest activity was exhibited in 
strains Nostoc LC1B and Nostoc 2S7B. In bioassays Artemia salina, Daphnia magna and 
Danio rerio a small number of strains exhibited toxicity to the test organisms, while in 
case of cell line RTL-W1 tested strains did not show in vitro cytotoxicity, which is of 
great importance from the aspect of the potential biotechnological application of the 
 strains. Nostoc LC1B and Nostoc S8 strains induced toxicity in all three bioassays, and 
therefore considered as the most toxic strains. By testing in vitro toxicity in enzyme 
assays, it was found that few strains inhibited the activity of protein phosphatase (PP1) 
enzyme in relation to acetylcholinesterase enzyme (AChE) activity. Using the Analytical 
hierarchical process in the group context, the highest weight was given to the criteria of 
anticancer activity, biomass production, and the phycocyanin content, respectively. 
Finally, in the multi-criteria context, the best-ranked strain is Spirulina S1, Spirulina 
strain S2 is on the second place, while Nostoc strain LC1B is the third one.  
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